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Executive Summary  
The blue mussel (M. galloprovincialis) is widely 
farmed in coastal waters of southern Australia. 
Until recently Victoria was one of the largest 
mussel producers with annual production of up 
to 1,600 tonnes ($3.7M) in 2002. Poor wild mussel 
spat settlement has since seen production decline 
to less than 1,000 tonnes. In order to overcome 
this problem, a collaborative project between 
government and industry was established in 2008 
to develop reliable and cost‐effective hatchery 
production of mussel spat.  
In association with this project, a family‐based 
selective breeding program was commenced 
simultaneously to improve production 
efficiencies, quality and product value. Following 
consultation with industry, the target traits for 
the breeding program were growth rate, meat 
yield and shell shape.  In November 2008, the 
first generation population of mussels was 
created from 74 single‐pair matings of parents 
collected from three different locations 
(Beaumaris Bay, Grassy Point and Pinnace 
Channel) within Port Philip Bay, Victoria. 
The first step in implementing the improvement 
program was to determine if the target traits 
showed genetic variation, i.e. will they respond 
to selection.  Heritabilities within the first 
generation of mussels for the three economic 
traits of interest were estimated using a pedigree 
constructed from 10 microsatellite DNA markers.  
There was significant genetic variation for each 
of the three traits.  Heritabilities for total weight, 
shell shape and meat yield were low (0.051 ‐ 
0.027, 0.085 ‐ 0.038 and 0.049 ‐ 0.028, 
respectively).  This reflected the large 
environmental variation rather than a lack of 
genetic variation.  Modelling indicated that 
selection responses would be highest with a 
family based breeding program (as is 
implemented for low heritability traits in the 
dairy industry, e.g. fertility). The genetic 
correlation between weight and meat yield, 
expressed as percentage of total mussel which 
was not shelled, was negative, while the genetic 
correlation between meat yield and shell shape 
was weakly positive, suggesting all traits could 
be improved simultaneously. 
In June 2010, selected first generation mussels 
with the highest estimated breeding values for an 
index of growth rate, meat yield and shell shape 
were spawned using single‐pair matings to 
create the second generation. For comparative 
purposes, the selected mussels from the first 
generation were also back‐crossed with wild 
mussels. Mussels from these spawnings were 
pooled and transferred to commercial farms for 
grow‐out. In June‐July 2011, when the second 
generation mussels reached market size, 
phenotypic measurements were taken and DNA 
samples collected.  
The use of first and second generation hatchery‐
bred mussels has resulted in significant 
improvements to mussel production. According 
to mussel farmers participating in the Victorian 
Shellfish Hatchery project, production of 
hatchery‐bred mussels has reduced the reliance 
on wild spat extended the season of availability 
of spat, generated more uniform and faster 
growth of mussels, which has reduced labour, 
reduced wastage at harvest, and less biofouling 
of ropes. This has also improved management of 
the on‐farm production cycle allowing for better 
utilisation of farm sites and streamlining of 
farming operations. Importantly, production and 
yield have been significantly improved. 
A significant part of the cost of running the 
breeding program is genotyping the 
microsatellite markers for parentage.  The 
program could be run more cost effectively if 
cheaper markers, namely single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) could be used.  SNP 
markers are now the basis of breeding programs 
in dairy cattle and sheep.  In order to discover 
SNP for cheap parentage, genome sequencing of 
a single southern hemisphere M. galloprovincialis 
mussel individual was completed. A total of 
~1.2x109 pair‐end reads and 2x109 mate‐pair 
reads were generated. De novo assembly is 
currently under the pipeline. The results will be 
used to develop a 384 SNP panel for family 
identification purposes. This will give the 
industry a cheap tool for running the breeding 
program.  Once genotyping for this SNP panel is 
completed for the collected samples of the second 
generation, genetic gain for the traits of interest 
will be estimated, and the data will be used to 
select parents for the third generation. 
It is recommended that the selective breeding 
program should be continued to further 
accumulate genetic gain, and also to prevent the 
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current gain from being lost over time. Options 
for continuing the current program are listed 
herein. A detailed cost:benefit analysis would 
enable a better understanding of the value of the 
breeding program. 
This report entails the details of the procedures 
involved in the breeding program on blue 
mussels to date. In addition, a standard operating 
procedure was developed for adopting in 
breeding programs for blue mussel by industry. 
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Introduction 
Farming mussels 
Mussels are edible bivalve molluscs of the genus 
Mytilus, that are farmed (aquaculture) in many 
places around the world including Europe 
(France, Ireland, the Netherlands, the United 
Kingdom, Germany, Norway, Denmak etc.), 
North America (Canada and United States), Asia 
(China and Thailand), and Oceania (New 
Zealand and Australia).  
In 2009, mussel production in Australia was 
approximately 3,153 tonnes and valued at 
A$8.27 million (ABARE, 2009).  
Victorian mussel farming 
Victoria is one of the main mussel producing 
states in Australia. Between 1998 and 2008, 
mussels produced in Victorian waters made up 
38% of the total Australian mussel crop 
(ABARE, 2009). 
Farm production  
In the past, the blue mussel farming sector in 
Victoria has been dependent on the natural 
spawning of wild populations of mussels in Port 
Phillip Bay.  
In early to late spring mussel famers place ropes 
in the waters of Port Phillip Bay. Mussel larvae 
settle onto the ropes (i.e. spat settlement). The 
farmers then collect the ropes and take the 
young mussels back to the farms where they are 
grown for the next 12 to 18 months.   
Since 2002, the viability of the mussel farming 
sector in Victoria has been challenged as the 
predictability and reliability of the spat 
settlement has decreased. In some years, there 
was no spat settlement (Hickman et al., 2007).  
While the reasons for the settlement failure are 
unknown, factors associated with environmental 
and catchment change and the presence of exotic 
invasive fouling organisms have been 
implicated (Hickman et al., 2007).  
To ensure the continued viability of the mussel 
aquaculture sector in Victoria, a regular supply 
of good quality spat is essential. 
Ensuring a reliable supply of 
good quality mussels 
In 2008 the Victorian Shellfish Hatchery 
(Department of Primary Industries, Queenscliff, 
Victoria) was commissioned to produce blue 
mussel spat (Jahangard et al., 2009).  
The establishment of a spat production facility 
also enabled fishery scientists an opportunity to 
improve the quality of the mussels being 
farmed.  
Selective breeding 
Selective breeding is the practice of selecting 
better quality animals to produce the next 
generations of stock. This practice is routinely 
used in traditional agriculture (e.g. for poultry, 
pigs, and dairy cattle) where it has resulted in 
massive efficiency gains over the past decades.   
Selective breeding practices have also been used 
on farmed fish to improve the product and 
profitability of the farm.  Selective breeding 
programs for Atlantic salmon have improved 
feed conversion efficiency by 120% (Gjedrem, 
2010). 
Using modern technology allows the selection to 
be based on the genetic makeup of an animal 
and enabling greater gains to be made 
(Meuwissen et al., 2001; Goddard and Hayes, 
2009).  This has recently been demonstrated in 
dairy cattle (Dalton, 2009).  
The viability of the Victoria mussel aquaculture 
sector would be improved if mussels could be 
bred that would: 
 Increase production efficiencies 
 Add value to the product 
 Increase and retain market access. 
This project 
The objective of this project was: 
 To develop, demonstrate and evaluate the 
application of advanced genetic 
technologies to guide a selective breeding 
program for the Victorian blue mussel.  
The report describes the selective breeding 
program for mussels. 
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Project Design and Methods 
Overview of breeding plan 
The Breeding Plan for creating new, selected, 
strains of Victorian blue mussels is outlined in 
Figure 1.  The project was conducted in two 
phases: 
 Phase 1 (2008):  Develop a selective breeding 
program for mussels, including: 
o The identification of species and 
stocks/populations 
o The establishment of genetically 
diverse founder family lines 
o The establishment of requisite holding 
infrastructure  
o The identification of breeding program 
objectives in consultation with 
industry.  
In this phase of the project wild broodstock 
were sourced from different locations in 
Port Phillip Bay and held at‐sea until 
hatchery facilities were established at DPI, 
Queenscliff.  
 Phase 2 (2009–2012): Implement a hatchery‐
based selective breeding program for 
mussels.  
Indentifying traits of interest and 
breeding priorities for Victorian 
blue mussels 
A survey of key Victorian mussel industry 
members was undertaken in April 2010, to 
identify traits of interest to the sector.  
The survey included owners of three 
commercial farms that produce more than 75% 
of Victoria’s mussels.  
The industry was asked to rank key attributes or 
factors that affect production and marketability, 
according to the criteria described in Table 1. 
The survey template is presented in Appendix 1. 
The traits identified as most important by the 
industry were used to select individuals for the 
breeding program. 
Establishment of the founder 
population 
In order to ensure genetic variability in the 
founder (baseline) population, mature wild 
mussels were collected from three commercial 
mussel farms at three different locations, within 
Port Phillip Bay (144º21’23” to 145°07’32”E; 
37°50’22” to 38°22’15” S), Victoria, Australia: 
 Beaumaris  
 Grassy Point 
 Pinnace (Figure 2).  
The founder population was created when male 
and female mussels were spawned and cross 
fertilised as shown in Table 2.  
A total of 74 full‐sibling families were generated 
in November 2008. 
Species identification of 
broodstock founder population 
Mussel populations in the southern hemisphere 
are believed to be a complex of Mytilus 
galloprovincialis, M. edulis and their hybrids, as 
recently reported in Chile and New Zealand 
(Westfall and Gardner, 2010). 
In the context of establishing a selective 
breeding program for mussel, it was important 
to ensure the breeding population represented a 
single species. 
Methods to distinguish M. galloprovincialis, M. 
edulis and their hybrids have been described 
(Inoue et al., 1995; Westfall et al., 2010). These 
species (M. edulis and M. galloprovincialis) can be 
distinguished by using the expression of the 
adhesive protein gene.  
Before mussels were used to breed the founder 
population, their species was confirmed by the 
genetic test. The adhesive protein gene was 
amplified using primers Me15 and Me16 (Inoue 
et al., 1995) following the protocol of Westfall & 
Gardner (2010). The size of the amplified 
fragments was determined by running the PCR 
products on a 2% agarose gel in TBE buffer at 
100V for two hours. Hyperladder IV (Bioline Inc. 
USA) was used as a size standard.  
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Figure 1.  Breeding plan for creating new, selected, strains of Victorian blue mussels 
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Table 1. Ranking system for prioritising traits of interest for the mussel breeding program  
Trait Priority  Rank Ranking Score
1, 2 & 3  High 3
4, 5 & 6  Medium 2
7 & 8  Low 1
Blank (not prioritised)  Not scored 0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Origin of broodstock mussels used to establish base‐line families 
 
 
Table 2. Number of blue mussel families for each cross generated in November 2008. (‐) indicates that 
no families were generated due to the lack of synchronisation in gamete production between males 
and females at the time of the spawning experiment. 
Male  Female
Grassy Point Pinnace
Beaumaris 10 ‐
Grassy Point  24 11
Pinnace  26 3
 
Selective breeding of mussels  
 5 
Mussel spawning 
Broodstock were placed together on a water 
filled tray for spawning (Figure 3). The 
temperature of the water was then increased by 
up to 5° C to induce spawning.  
Mussels observed shedding gametes were 
removed from the tray, rinsed in filtered 
seawater then placed into isolated 500 ml plastic 
containers (Figure 4). Mussels were allowed to 
shed gametes for up to 30 minutes. The number 
of gametes from each spawning was determined 
by counting with a MS Coulter Counter. 
Gametes from individual mussels were 
combined (6–10 spermatozoa per egg) to 
produce full‐sibling families.  
About one hour after fertilisation, three million 
eggs from all full‐sibling families were pooled 
together to be reared communally.  
Methods and facilities described by Jahangard et 
al. (2010) were used for egg incubation and 
rearing. Briefly, fertilised eggs were incubated in 
two 5,000 L fibreglass tanks for 48 h. Hatched 
larvae were reared in eight 400 L fibreglass 
tanks (15–17° C) for 21 days, then transferred to 
five 5,000 L plastic tanks for settlement onto 
mussel culture ropes and rearing for a further 25 
days. During this stage, the hatchery tanks were 
aerated and provided with a constant flow of 
filtered seawater.   
Larvae and spat were fed a diet consisting of 
live microalgal (flagellates and diatoms).  
Once spat exceeded 1.0 mm in length the ropes 
were transferred to a commercial blue mussel 
farm in Port Phillip Bay for grow‐out.  
Selection for the first generation 
(2009–2010) 
This work has been reported in (Nguyen et al., 
2011) and is summarised here. 
Broodstock selection and 
measurements of phenotypic 
characters 
When the founder population reached 12 
months of age, 7 ropes (out of 110 mussel ropes) 
were randomly selected. The 7 ropes had been 
reared in two different nursery tanks during the 
hatchery production phase.  
The 7 mussel ropes were transported to the 
Victorian Shellfish Hatchery and held in a     
5,000 L tank supplied with aerated flowthrough 
water until the mussels were measured.  
Figure 5 describes the steps involved in selection 
of potential broodstock and phenotypic 
measurements undertaken for these animals as 
well as the remaining mussels.  
A total of 591 individuals (48–124 mussels per 
rope) were selected as potential broodstock on 
the basis of their larger size and rounder shape. 
A description of the phenotypic measurements 
and tissue samples taken from these for 
genotyping is presented in Table 3.  
Immediately prior to being measured, mussels 
were scrubbed clean and byssal threads were 
removed. All mussels were digitally 
photographed with a Marlin F‐33C firewire 
camera (Allied Vision Technologies GmbH, 
Germany) attached to a retort stand in a fixed 
position. All camera settings remained constant 
through out sampling. Measurements (length 
and width) were determined automatically by 
analysing images using Image‐Pro®Plus 
(MediaCybernetics, Inc, MD, USA). Weight 
measurements were carried out to the nearest 
0.001 g on a digital balance connected to a 
computer via a RS232 port as follows:  
Total weight (g) = whole closed mussel 
including shell, flesh and enclosed water. 
Weight of the meat (g) = wet weight of tissue 
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Figure 3. Broodstock spawning induction tray. 
 
 
 
Figure 4. Male (left) and female (right) shedding gametes in spawning containers. 
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Figure 5. Steps involved in selection of potential broodstock and phenotypic measurements 
undertaken in the breeding program for blue mussel in 2009–2010. 
 
 
 
Table 3. Phenotypic measurements of mussels and tissue sample collection for genotyping. 
Direct measurements  Broodstock Other 
mussels
Comments
Photographed  X  X Two photographs, one horizontal 
and one vertical
Shell length (mm)  X  X Average length calculated from the 
two photographs
Shell width (mm)  X  X From horizontal photograph 
Shell depth (mm)  X  X From vertical photograph 
Shell colour  X  X Very light (VL), Light (L), Medium 
(M) Dark (D).
Shell fouling  X  X Heavy (H), Medium (M), Light (L), 
Nil (N)
Whole weight (wt) (g)  X  X Electronic balance
Shell weight (wt) (g)    X Electronic balance
Flesh weight(wt) (g)    X Electronic balance
Sex    X Macroscopic inspection
Tissue sample  1 sample  2 samples
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Sex was determined visually by one experienced 
technician. The sex of the animal was 
determined based on the colour of its gonads. 
Ovaries were dark yellow to orange or 
sometimes reddish in colour while testes were 
creamy, milky light grey, light yellow or 
sometimes white in colour. If the sex of the 
mussel could not be ascertained visually, a 
sample of a gonad was microscopically 
examined. If after this analysis sex could not be 
determined the sex of the mussel was recorded 
as unknown. 
A total of 1,945 individual mussels (158–376 per 
rope) were measured for length, width and total 
weight. These mussels were then shucked and 
measurements were made of the meat weight 
and the tissue samples taken for DNA 
gentotyping (Table 3, Figure 7).  
The 591 individuals selected as broodstock 
candidates were air dried. A shellfish tag (type 
FPN, Hallprint, Australia) was glued on the 
shell with Mercury Adhesive M1100G (USA), 
which was then allowed to dry (Figure 6).  
Once tagged, the length, width and total weight 
of these mussels was recorded. A tissue sample 
was then collected. Because these mussels were 
required to remain live (for breeding purposes) 
they were anesthetised and a small tissue 
sample removed from the mantle.  
Mussels were sedated by being submerged in a 
seawater solution containing 50 g/litre 
magnesium chloride. The seawater MgCl 
solution was adjusted to a salinity of 40 with 
distilled water and kept at approximately 20°C. 
After approximately 3 to 4 hours most of the 
mussels had relaxed and were open enough to 
biopsy a tissue sample. A plastic wedge was 
placed between the shell valves to prevent the 
mussel from closing and a mantle tissue sample 
of approximately 3 mm3 was teased out with a 
pair of fine forceps, approximately one third the 
way up from the pointy end on the anterior 
edge (opposite the hinge) near to where the 
byssal gland is located (Figure 8). Individual 
tissue samples were placed in a collection 
microtube (QIAGen, USA) which was kept on 
ice during the sampling period, and then frozen 
at ‐20°C until required (Figure 8). After tissue 
sample had been collected, the mussels were 
allowed to recover in seawater and were then 
placed in pocket panels (Figure 9) and 
transferred to a commercial mussel farm located 
at Grassy Point in Port Phillip Bay for 
maturation. 
Microsatellite marker 
development and testing 
Microsatellite markers used in the present 
studies were from two sources: 
 Published markers (Presa et al., 2002; Varela 
et al., 2007; Yu and Li, 2007; Lallias et al., 
2009; Vidal et al., 2009) 
 Newly developed markers based on 
publicly available expressed sequence tags 
(ESTs) of four species viz. M. californianus, 
M. edulis, M. galloprovincialis, and M. 
coruscus (Venier et al., 2003; Tanguy et al., 
2008; Venier et al., 2009) available on the 
GenBank as of November 2009.  
In silico development of microsatellite markers 
based on EST sequences involved several steps. 
Firstly, EST sequences were downloaded from 
GenBank and saved in FASTA format. Secondly, 
sequences were imported into SSRLocator (da 
Maia et al., 2008), a program that can identify 
sequences containing microsatellite sequence(s) 
and design primers as well as generate PCR 
simulations. Parameters used for microsatellite 
search were as follows:  
 Number of repeats for dimer, trimer, 
tetramer, pentamer and hexamer were 9, 6, 
5, 4 and 4, respectively  
 All parameters used for primer design were 
program default values, except that Tm was 
changed to 54°C, 60°C and 57°C for 
minimum, maximum and optimal, 
respectively 
 Sequences with multiple copies in the EST 
collections, that showed length variation at 
microsatellite region and conserved 
sequences at the primer sites were 
considered 
 Sequences with primer sites in the poly A 
tail and adaptor regions were excluded. 
Forward primers developed by Presa et al. (2002) 
and Yu and Li (2007) were fluorescently labelled 
while that of the remaining primers were 
incorporated with the universal M13 sequence at 
their 5’‐end (Schuelke, 2000) (Table 4).  
Eight individual mussels were used to test for 
amplification and reliability of the primers. PCR 
and fragment analysis protocols are described in 
the following sections. 
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Figure 6. An example of a tagged potential broodstock 
 
Figure 7. The team working on measurement of phenotypic characters 
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Figure 8. Collecting tissue sample from a potential broodstock for DNA analysis (A) and Placing 
tissues into micro‐collection tubes (QIAGen) (B) 
 
 
Figure 9. An example of a broodstock pocket panel 
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Microsatellite genotyping 
Genomic DNA of mussel was extracted using 
DNEasy 96 Blood & Tissue kit (QIAGen Group, 
USA) with a final elution volume of 100 μl AE 
buffer. DNA was diluted to approximately 5–10 
ng/μl for polymerase chain reactions. 
For fluorescently labelled primers, multiplex 
PCR was performed. Each reaction contained 
10–20 ng of genomic DNA and 7.5 μl of PCR 
master mix containing 1x ImmoBuffer with 0.15 
mM magnesium chloride included (Bioline Inc., 
USA),  0.13 μM of each primer, 0.26 mM of 
dNTPs and 0.05 units of Immolase DNA 
Polymerase (Bioline Inc., USA). 
For the remaining loci, dye label incorporation 
followed Schuelke (2000); the forward primer 
was 5’ appended with an 18 bp M13 sequence 
(5’‐TGTAAAACGACGGCCAGT‐3’), and 
employed at 0.06 μM, while the reverse primer 
and a ROX‐ or TAMRA‐labelled M13 primer 
were employed at 0.24 μM. PCR reactions were 
conducted at 6 μl volume containing primers at 
the concentration described, 10–20 ng of 
genomic DNA, 1.5x ImmoBuffer (Bioline Inc., 
USA), 0.3 mM of dNTPS and 0.0375 units of  
Immolase DNA Polymerase (Bioline Inc., USA). 
All PCRs were carried out using Dual 384‐Well 
GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems, USA). For published primers, 
thermal conditions used for PCR were as 
reported in the relevant publications and also 
tested using the following profiles. The first 
profile used was set as follows: an initial 
denaturation step at 95°C for 10 min followed by 
10 cycles of 30 sec at 94°C, 1 min at 55°C, then 
reduced 1°C per cycle, 30 sec at 72°C, followed 
by 25 cycles of 30 sec at 94°C, 1 min at 45°C, 30 
sec at 72°C and a final extension step at 72°C for 
10 min. The second thermal cycling profile was 
similar, except that the touch down step for 
annealing temperature was set at 60°C to 50°C 
(Table 4). PCR products were diluted 150–300 
times and pooled into multiplex groups (Table 
4) prior to fragment analysis. All dilution and 
pooling steps were carried out using a BioMek 
FX Hybrid System (Beckman Coulter Inc., USA). 
Fragment analysis was performed using a 3730X 
automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, 
USA). PCR product lengths were determined 
relative to the GS500LIZ size standard (Applied 
Biosystems, USA) using GeneMapper 3.7 
software (Applied Biosystems, USA). 
Parentage assignment 
Parentage assignment was performed using the 
exclusion method by FAP program (Family 
Assignment Program v.3.6) (Taggart, 2007). 
Allele size tolerance was set to zero and up to 
one allele mismatch was tolerated for parentage 
assignment when the offspring were assigned to 
single families. 
Estimation of genetic parameters 
Total weight was defined as the weight in grams 
at harvest of whole closed mussel including 
shell, flesh and enclosed water. 
Meat yield was defined as the weight of the 
meat divided by total weight.  
Shell shape was the ratio of width to length 
(higher values indicate rounder mussels).  
A tri‐variate multi‐trait model was fitted to the 
total weight, meat yield and shell shape data:  
ijkltltkjitijklt eusexropenurseryky  _tan 
Where  
yijklt is the value for the t trait of the lth individual of the kth 
sex (male or female) originating from the ith larval tank (two 
levels) and grown out on the jth nursery rope (7 levels), with 
error term eijkl, and the overall mean for each trait is μt. All 
factors were treated as fixed effects except individual, which 
was a random effect  ),0(~ 2gttl Nu A , where A is the 
relationship matrix derived from pedigree, and    2gt is the 
additive genetic variance for trait t, and 
),0(~ 2etijklt INe  , where  2et is the error variance for 
trait t. 
Variance components, including genetic 
covariances and heritabilities were estimated 
with ASREML (Gilmour et al., 2002). Breeding 
values (

ltu ) were those predicted in the final 
iteration of the variance component estimation.  
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Table 4. Characteristics of microsatellite markers successfully amplified and reliably scored in the present study.  
Locus  Forward (F) and reverse (R) primers (5’‐3’) 5’ 
modification 
Repeat motif Multiple
x pool (1) 
Reverse 
M13 
fluorescent 
dye 
Touch down 
annealing 
temperature (ºC) 
Size range 
(bp) 
No. of 
alleles 
Reference/ GenBank 
Accession number (2) 
Mgμ3  F: AAACTAAAAACTTCATCTAATCCC  HEX  TG  1  ‐  50‐45  131–141  4  Presa et al. (2002) 
  R: AAGCAATCCAAAGTGAGAGG                 
MGE007  F: TTGATGGGAAAGGGTATGA  HEX  CAA  1  ‐  50‐45  243–249  3  Yu and Li (2007) 
  R: GAGGATTAGATGACTGAGATGC                 
Mg192  F: TGAGCACATCATCCTGAATA  HEX  CA  1  ‐  50‐45  187–193  5  Varela et al. (2007) 
  R: CCACACACATGCAATGATAT                 
MIT03  F: AGGAGGAGCAGGTGCAATAG  M13  AGC  2  TAMRA  50‐45  217–219  2  Vidal et al. (2009) 
  R: GCGGTTCCACTTCCATGTC                 
My029  F: ATATGCAGCGGGGACAAA  M13  TGA  2  ROX  50‐45  182–190  2  This study/ ES407212 
  R: TGACGAACGCTCAAACTTTA                 
My033  F: ATACATCCCCGAGACAGAAA  M13  AT  3  ROX  60‐50  347–371  6  This study/GE762737 
  R: CACAAGAAATGCAGAACTGG                 
My048  F: ACGCACCAAGACTGTAACAA  M13  TTGA  3  TAMRA  60‐50  204–216  3  This study/GE752895 
  R: TCCCACATAGACAACAACCA                 
My650  F: AGTGGTGAAGGTGATGAGGT  M13  GAG  4  TAMRA  60‐50  199–211  5  This study/FL488888 
  R: ACGAGGAGCTATGTGAGGAC                 
Med733  F: AAAGTGTGAATAAGCAGCGTGA  M13  (CA)G(AC)  4  HEX  60‐50  169–215  17  Lallias et al. (2009) 
  R: TTTAAGCATGCAAAACCCTGT                 
Med744  F: TTTTTTCATCGTGTTTTGGTTG  M13  (CA)(CAAAA)(CA)(TA)  4  ROX  60‐50  085–103  3  Lallias et al. (2009) 
  R: CGCCATGGAATAGCCAATAG                 
Pool 1: Pre‐PCR multiplexing; Pools 2, 3 and 4: post‐PCR multiplexing 
Sequences are publicly available on the GenBank   
(M13 = TGTAAAACGACGGCCAGT) 
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Breeding values 
Following industry recommendations, a 
selection index which gave equal weighting to 
each of the three traits was developed. Breeding 
values of potential broodstock are listed in 
Appendix 2. In order to avoid inbreeding, a 
maximum of five individuals per family were 
selected as broodstock for the next generation. A 
total of 121 offspring (68 females and 53 males) 
were selected accordingly (see section below). 
Selection for the second 
generation (2010–2012) 
Methods and approaches in selection of the 
second generation of mussels were similar to 
those used for the selection of the first 
generation, i.e. using molecular genetic markers 
to identify families (Figure 10). In the selection 
of the second generation of mussels single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) were used 
instead of microsatellites. This change is due to 
the fact that the microsatellite panel developed 
for blue mussel was not robust enough to assign 
all offspring to their parents. 
The first generation of mussels were selected to 
generate the second generation offspring based 
on the estimated breeding values. Briefly, 
spawning techniques for the creation of second 
generation population were similar to those 
previously described. Wild caught broodstock 
were also added in the breeding population to 
enhance genetic diversity, and to provide data 
against which the comparison on performance 
of selected and non‐selected stocks can be made. 
A total of 77 families were generated for the 
second generation population. These were. 
 43 families of selected ♂ x selected ♀  
 5 families of selected ♂ x wild ♀ 
 5 families of wild ♂ x selected ♀ 
 24 families of  wild ♂ x wild ♀ 
A detailed description of each spawning pair is 
provided in Appendix 3. Mussels were grown at 
three different farms in Port Phillip Bay until 
reaching maturity. 
Collection of phenotypic data and 
selection of broodstock candidates 
Sampling was undertaken in June and July 2011 
to select potential broodstock candidates and 
collect phenotypic data. The methods used were 
similar to those used on the founder population.   
In this phase of the project larger sample sizes 
were obtained using both destructive sampling 
and non‐destructive sampling methods. 
Development of SNPs for blue mussel 
While microsatellite markers are excellent for 
assigning parentage, they are relatively 
expensive to assay.  Single Nucleotide 
Polymorphisms (SNPs) are alternative types of 
marker that are much cheaper to genotype.   
The present study explored the possibility of 
using the Illumina genome sequencing 
technologies – the most successful and widely‐
adopted next‐generation sequencing platform 
worldwide – to identify SNPs in blue mussel. 
The technology supports massively parallel 
sequencing using a proprietary reversible 
terminator‐based method that enables detection 
of single bases as they are incorporated into 
growing DNA strands.  
It is the only platform that offers a short‐insert 
paired‐end capability for high‐resolution 
genome sequencing as well as long‐insert 
paired‐end (i.e. mate‐pair) reads using the same 
robust chemistry for efficient sequence 
assembly, de novo sequencing arelarge‐scale 
structural variation detection. The combination 
of short inserts and longer reads increases the 
ability to fully characterize any genome.  
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) have 
been demonstrated being powerful markers for 
parentage inference in large managed 
populations (Anderson and Garza, 2006) and 
hopefully would will enable better family 
identification in this experiment.   
Once developed, the panel of SNPs from blue 
mussel will be used to identify families in the 
current breeding program.  
Available genomic resource (i.e. dense SNP 
markers) resulting from this study could also be 
further explored in the future for the application 
of new technology such as genomic selection 
(Meuwissen et al., 2001). 
Individual of choice for genome sequencing 
The M. galloprovincialis species in Victoria is 
composed of: 
 An ancestral southern strain of mussel that 
migrated south from the equator around 
one million years ago 
 A northern strain of mussel that originated 
from recent invasions in ballast waters of 
ships.  
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One study found that 20% of 20 individual 
mussels collected from Port Phillip Bay  were 
from the northern hemisphere strain (Westfall 
and Gardner, 2010). To ensure that the selective 
breeding population was composed of only one 
genetic strain (the ancestral southern strain), 
tissue samples were collected for typing. The 
method of Westfall et al. (2010) was undertaken 
to identify southern hemisphere M. 
galloprovincialis. 
Four individuals of blue mussel (offspring 
generated from wild parents) were collected 
from the Victorian Shellfish Hatchery 
(Queenscliff, Victoria) in October 2011. Total 
genomic DNA was extracted using QIAGen 
DNA extraction kit (QIAGen, USA). A 527 bp 
fragment of the 16s rRNA gene was amplified 
using primers 16sAR ⁄ 16sBR (Palumbi, 1996) in 
a 25 μL reaction containing 100 ng genomic 
DNA, 10 pmol each primer, 10 nmol total dNTP, 
1x reaction buffer, 1.5 mM MgCl2 and 1U 
Immolase (Bioline, Inc.). The amplification 
conditions were 3 min at 95°C, 30 cycles at 95°C 
for 30s, 52°C for 30 s and 72°C for 45s, and final 
extension at 72C for 3 min. A 20 μL triple 
restriction endonuclease digest containing 10 U 
EcoRV, 5 U NheI, 5 U SpeI, 1X NEB Buffer #2, 100 
mg BSA and 10 μL PCR product was incubated 
overnight at 37°C. PCR and restriction products 
were scored on 2.5% agarose gels in 1x TAE 
buffer for 45 min, then stained with SYBR Safe.  
Figure 11 shows the images of agarose gels of 
PCR products and results of RFLP assay for 
mussels. 
Preparation of libraries for genome sequencing 
A pair‐end library was prepared following the 
manufacturer’s protocols. In addition, each 
mate‐pair library was also prepared for 3kb and 
5kb fragments.  
Analysis of sequences 
The steps involved in developing SNPs from 
raw pair‐end data is as follows (Figure 12):  
 Chastity filtering: The chastity of a base call 
is the ratio of the intensity of the greatest 
signal divided by the sum of the two 
greatest signals. Reads do not pass the 
quality filter if there are two or more base 
calls with chastity of less than 0.6 in the first 
25 cycles. These read should be culled prior 
to downstream analysis. Reads that pass this 
filtering step should have the string ‘1:N:0’ 
or ‘2:N:0’ in the sequence title. Also, it is 
important that the control sequences (PhiX) 
should be removed at this stage.  
 Decloning: This refers to removing duplicate 
sequences in the data caused by PCR bias. 
The process involves the retaining of only 
one read with the highest quality score 
among the duplicates. The program kmer‐
remove‐clonal in the libngs package 
(http://github.com/sylvainforet/libngs) was 
used for this purpose.  
 Trimming: Trimming refers to the process of 
removing reads with low quality and 
trimming off the low quality section of a 
read to a certain length. In this study, only 
sequences with average score equal or 
higher than 20 were retained, trimmed off 
poor quality segment of reads to the 
minimum length of 71 bp, and removed 
sequences with one or more poor quality 
bases (score of 15 or lower).  
 Assembly: The de novo assembler Velvet 
(Zerbino and Birney, 2008) was used to 
build contigs from the short sequences. K‐
mer values of 63‐71 were tested. 
 Sequence alignment: This involves the 
mapping of trimmed sequences to the 
contigs. The software bwa (Li and Durbin, 
2009) was used for this purpose.  
 The package samtools‐0.1.18 was used to call 
SNPs from the alignment and vcfutils.pl was 
used to filter SNPs. Filtering parameters 
included:  
o –Q20: minimum mapping quality of 20 
o –d5: minimum read‐depth of 5 
o –0.01: removes variants with strand 
bias p‐value < 0.01 
o –D30: maximum read‐depth of 30 
o –w5: removes SNP within 5 bp of a 
indel 
o –W10: removes indels which are 
within 10 bp of each other. 
DNA extraction, SNP genotyping and 
estimation of breeding values 
Once the contigs were assembled, SNPs were 
called and filtered. Those SNPs that passed the 
filter were sent to GeneSeek (USA) for 
assessment and a 384‐SNP chip was developed 
for mussels. Extracted DNA of ~4,000 mussels 
were sent to GeneSeek for genotyping.  
The resulting genotypes were used to identify 
families. The package verifyparentage (Hayes, 
2011) was used for this purpose. The pedigree 
information obtained from the SNP data were 
used in conjunction with the phenotypic data to 
estimate relevant genetic parameters, including 
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breeding values for each individuals. 
Individuals with higher breeding values will be 
selected as broodstock to produce the next 
generation of spats. 
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Figure 10. Steps involved in selection of potential broodstock and phenotypic measurements 
undertaken in the breeding program for blue mussel in 2011 
 
Figure 11. Stained agarose gels of A) PCR products of 16S rRNA gene fragment and B) restriction 
enzyme digested products.  
From left to right ‐ Lane 1: DNA easyladder I in A) and hyperladder II in B). Lane 2 – 5: MUSSEL01, MUSSEL‐A1, MUSSEL‐A2, 
MUSSEL‐A3 and MUSSEL‐A4. 
A  B
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Figure 12. Process involved in SNPs development from raw pair‐end sequence data.  
Numbers in parentheses indicate number of sequences that passed each of the quality control steps. 
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Results 
Phase 1 :Traits of interest and 
breeding priorities 
The Victorian Mussel Aquaculture industry 
identified traits for fast growth (total weight), 
shell shape and meat yield of most importance 
for the sector (Table 5).  
Faster growing mussels will reach market size in 
a shorter period of time, and as a consequence 
will provide benefit to the industry through 
lower maintenance costs. Farmers indicated that 
the market preferred mussels that were rounder 
in shape and that had a higher meat yield.  
These three traits became the focus of the 
ongoing blue mussel breeding program 
conducted at the Victorian Shellfish Hatchery, 
Queenscliff. 
Species identification of 
broodstock founder population 
Analyses showed that all broodstock spawned to 
create the first generation population were M. 
galloprovincialis (Figure 13). 
Selection for the first generation 
(2009–2010) 
Microsatellite marker development and 
testing 
A total of 67,863 EST sequences belonging to four 
species of Mytilus were downloaded from the 
GenBank. The majority of sequences were from 
M. californianus (42,354) and M. galloprovincialis 
(19,574) (Figure 14).  
SSRLocator (da Maia et al., 2008) was able to 
identify 501 sequences containing microsatellites, 
of which 170, 169, 107, 33 and 22 were dimer, 
trimer, tetramer, pentamer and hexamer, 
respectively.  
Out of these sequences 97 primer pairs were 
designed and tested on eight individuals from 
four populations. Twelve loci amplified across all 
eight samples, one of which was monomorphic. 
Four loci produced reliable polymorphic alleles 
when 2,684 individuals were analysed. 
Out of the 38 published primer pairs tested, 16 
amplified during the screening of eight 
individuals. Only six primer pairs robustly 
amplified and produced polymorphic alleles that 
could be scored consistently when all samples 
were screened. No differences in results were 
observed when using published thermal 
conditions for previously developed primers and 
the touch down methods used in the present 
study.  
As a result, a total of 10 robust microsatellite 
markers were used in this study (Table 4). 
Parentage assignment 
The prediction mode in FAP (v.3.6) (Taggart, 
2007) estimated that with the 10 markers used, 
80.60% of mussels would be unambiguously 
assigned to single families.  
Out of 2,536 offspring, a total of 1,588 individuals 
(62.6%) could be confidently assigned to single 
parent pairs with the remainder assigned to two 
or more families.  
All 74 families had offspring assigned to them, 
the number of which ranged from one to 87 
(mean 22.7) per family.  
Only individuals that were assigned to single 
families were used for estimation of heritability 
and breeding values.  
Estimation of genetic parameters 
The total weight of mussels at harvest ranged 
from 3.536 g to 50.408 g (mean: 24.328 g; Figure 
15). Shell shape was also highly variable, as 
width to length ratios ranged from 0.455 to 0.675 
(mean: 0.549). Meat yield ranged from 0.142 g to 
0.546 g (mean: 0.298 g). 
For all traits, nursery rope was the most 
significant fixed effect (P<0.001 in all cases). 
Nursery tank was also significant for total weight 
and shell shape. Sex was significant (P<0.01) for 
all traits: male mussels were lighter than females 
at harvest (by 0.87 grams). Males were also 
rounder and had slightly higher meat yield at the 
same weight (0.05g) than females. 
Heritabilities of the three traits were moderate to 
low (Table 6). The low heritabilities reflect very 
large environmental variation rather than limited 
genetic variation. Total weight had a negative 
genetic correlation with meat yield, while shell 
shape and meat yield had a weak positive 
correlation. Phenotypic and genetic correlations 
were similar.  
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Genetic diversity of the selected 
population 
The expected heterozygosity in 89 selected 
broodstock poulation (0.359) was comparable to 
that observed in the founder (0.357) and 
offspring populations (0.339) (Table 7).  
The average number of alleles per locus was 
lower in the selected broodstock population 
compared with that of the either the founder or 
offspring populations (3.9 as opposed to 4.7) 
(Table 7).  
Phase 2 Selection for the second 
generation (2010–2012) 
Phenotypic data 
A total of 2,496 records on shape, total weight 
and meat yield were collected in June‐July 2011 
from the second generation of mussels. Average 
shape, total weight and meat yield were 0.544, 
19.58 (g) and 0.269, respectively. Distribution of 
these traits is presented in Figure 16. 
Genome sequencing and SNPs 
discovery 
A summary of sequencing runs is provided in 
Table 8. A total of 1.27 billion pair‐end and 2 
billion mate‐pair sequences were obtained. 
Results from quality control steps in filtering 
good quality sequences are described below. 
 Chastity filtering: A total of 1,196,837,170 
reads passed chastity filter. 
 Decloning: A total of 1,077,153,453 reads 
retained after decloning. 
 Trimming: A total of 923,107,602 paired 
reads and 73,853,844 single reads retained 
after the trimming process. 
 Assembly: In progress 
Genome assembly is being currently 
implemented. Due to the high demand on the 
use of computer clusters at BioSciences, Victoria, 
and the nature of this process which requires 
large memory (1TB), the analysis of the genome 
sequence data could not be completed at the time 
of preparation of this report. It is expected we 
will submit these findings as an addendum to 
this report in due course. 
DNA extraction, genotyping, parentage 
assignment and estimation of breeding 
values 
DNA from ~4000 mussel samples collected in 
June 2011 were extracted using the QIAGen 96 
Blood and Tissue kit (see section Section2). 
Arrangements have been made with GeneSeek 
(www.neogen.com/geneseek, USA) to have these 
mussel samples genotyped with 384 SNPs. This 
will be under taken once the genome assembly is 
completed, SNPs developed and validated. 
The resulting genotypes will be used to identify 
families and in conjunction with the phenotypic 
data, the breeding values for individual mussels 
will be estimated. These estimates will be 
provided as an appendix to this report 
(Appendix 5). 
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Table 5. Breeding priorities for the blue mussel selective breeding program. Results from an industry 
survey. 
 
Trait  Average 
Score  Comments
Meat yield  3.0  Flesh weight/whole weight. Is this influenced by shell shape, shell 
depth, sex, age/maturity and season?
Rounder Shape  2.9  Width: length ratio.
Fast growth   2.7  Mussels reach market size in shorter period of time. 
Bluer shell colour  1.6   
Blacker shell colour  1.6   
Narrower shape  1.1   
Browner colour  0.7  Do browner mussels grow faster?
Stronger shell   0.4  More tolerant of handling resulting in lower incidence of cracked 
shells. Suitable for automatic de‐bearding. 
Ability to survive 
Rhizosolenia blooms 
0.4  A bloom of the diatom Rhizosolenia chunii has been associated with 
high mortality of shellfish in Port Phillip Bay (Parry et al. 1989). 
Shellfish also developed a bitter taste that made them unmarketable.  
Higher temperature 
tolerance 
0.4  Mussels tend to fall off the ropes in February due to the higher 
temperatures in the Geelong Arm, particularly at the GP and CS AFRs. 
As a result industry has to over sock mussels with Italian mesh at 
significant cost. Nothing to do with climate change. 
Domestication  0.3  Domestication will be an inevitable result of the selective breeding 
program.
Improved nutritional 
profile 
0.1  Probably in the  future works, would be good to find out the link 
between genetic and the other characters such as omega3 profile, 
specific bioactive components or generally their nutritional 
composition
Prolonged meat yield    No comments (not scored)
Uniformity of growth    Uniformity of growth will also be a consequence of selecting mussels 
with faster growth because mussels exhibiting phenotypic and 
genotypic traits for slow growth will be bred out of the breeding 
program. (not scored)
 
 
Figure 13. Representative results of amplification of the non‐repetitive region of the adhesive protein 
gene.  
Amplified products were electrophoresised on 2% agarose gel in 1x TAE buffer. Lane M: HyperLadder IV (Bioline Inc.), lanes 1‐13: 
Mytilus broodstock samples.  
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Figure 14. Proportion of EST sequences available for Mytilus species on the GenBank as of November 
2009 
 
 
 
 
Figure 15. Distribution of three traits A) whole weight, B) shell shape and C) meat yield.  
Images of animals representing minimum, mean and maximum values are shown. 
 
M. californianus
63%
M. 
galloprovincialis
29%
M. edulis
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M. coruscus
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Table 6. The heritability and phenotypic and genetic correlations of three traits in blue mussel. 
  Total weight  Meat yield Shell shape
Total weight  0.051 (0.027)  ‐0.318 (0.033) ‐0.036 (0.035)
Meat yield  ‐0.308 (0.343)  0.049 (0.028) 0.009 (0.035)
Shell shape  ‐0.065 (0.351)  0.030 (0.379) 0.085 (0.038)
Cells highlighted in blue indicate heritability correlations between the traits 
Cells highlighted in yellow indicate phenotypic correlation between the traits 
Cells highlighted in pink indicate genetic correlation between the traits 
 
Table 7. Genetic diversity of broodstock, offspring and 89 selected populations. 
Population  Sample size  Expected 
heterozygosity
Average number 
of alleles per locus 
Founder   148  0.357 4.7
Offspring   2,536  0.339 4.7
Selected broodstock   89  0.359 3.9
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Distribution of  A) whole weight, B) meat yield and C) shape in the samples collected in 
June‐July 2011. 
A  B
C 
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Table 8. A summary of sequencing runs on MUSSEL01. Pair‐end and mate‐pair sequences were of 101 bp and 36 bp in length, respectively. 
Library Run name  Date Number of 
reads (*106) Location of data
Pair‐end
(10% spike)
111214_SN1047_0055_BD0H2WACXX 28 Dec 2011 17.0 /group/sequencing/111214_SN1047_0055_BD0H2WACXX/Unali
gned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0H2WACXX_Mussel1 
Pair‐end 120118_SN1047_0059_BD0NCCACXX 30 Jan 2012 332.2 /group/sequencing/120118_SN1047_0059_BD0NCCACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0NCCACXX_Mussel‐1 
Pair‐end 120203_SN1047_0061_BD0N40ACXX 14 Feb 2012 247.8 /group/sequencing/120203_SN1047_0061_BD0N40ACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0N40ACXX_Mussel1 
Pair‐end 120411_SN1047_0068_BD0TDLACXX 26 Apr 2012 348.2 /group/sequencing/120411_SN1047_0068_BD0TDLACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0TDLACXX_Mussel1 
Pair‐end 120411_SN1047_0068_BD0TDLACXX 26 Apr 2012 327.5 /group/sequencing/120411_SN1047_0068_BD0TDLACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0TDLACXX_Mussel1 
Mate‐pair 3kb 120203_SN1047_0060_AD0NBGACXX 10 Feb 2012 478.3 /group/sequencing/120203_SN1047_0060_AD0NBGACXX/Unali
gned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0NBGACXX_Mussel1
mp3
Mate‐pair 3 kb 120208_SN1047_0062_AC0FMRACXX 14 Feb 2012 475.8 /group/sequencing/120208_SN1047_0062_AC0FMRACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_C0FMRACXX_Mussel1m
p3
Mate‐pair 5 kb 120203_SN1047_0060_AD0NBGACXX 10 Feb 2012 545.2 /group/sequencing/120203_SN1047_0060_AD0NBGACXX/Unali
gned/Project_AQUACULTURE/Sample_D0NBGACXX_Mussel1
mp5
Mate‐pair 5 kb 120208_SN1047_0062_AC0FMRACXX 14 Feb 2012 459.7 /group/sequencing/120208_SN1047_0062_AC0FMRACXX/Unalig
ned/Project_AQUACULTURE/Sample_C0FMRACXX_Mussel1m
p5
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Discussion 
Selection for the first generation 
The work undertaken in selecting mussels in the 
first generation provides useful insights into 
important aspects of blue mussel genetics. It 
demonstrates low levels of success in cross‐
amplification of microsatellite loci between 
Mytilus species. The results also highlight the 
usefulness of microsatellite markers in pedigree 
reconstruction. Heritabilities of total weight, shell 
shape and meat yield at harvest were low, 
however this reflected large environmental 
variation rather than limited genetic variation, 
suggesting a family based breeding program 
could improve these traits (e.g. Gjedrem, 2005). 
Low levels of success in marker 
development and testing 
This study found very low levels of success in 
identifying suitable microsatellite markers for 
parentage assignment. Ten markers were 
robustly amplified and reliably scored across 
2,680 individuals. The unpredictable and low 
cross‐amplification success of microsatellite loci 
developed and tested for congeneric mussel 
species was perhaps attributed to high levels of 
phylogenetic divergence among Mytilus species 
(Gérald et al., 2008). This is further attributed to 
the fact that primers designed from EST derived 
sequences may be further complicated by the 
possibility of missing intron regions in the 
sequence as well as the quality of sequence data.  
Compared to similar studies in aquaculture 
(Fishback et al., 2002; Vandeputte et al., 2004; 
Herlin et al., 2007; Dupont‐Nivet et al., 2008; 
Gheyas et al., 2009), the percentage of individuals 
assigned to single families observed in this study 
(62.7%) is relatively low. In fact, the majority of 
other studies have used fewer markers (4–8), but 
were able to assign over 91% of progenies to 
single pairs of parents. A low assignment 
percentage could be due to low number of alleles 
per locus, leading to low power to distinguish 
families. For our ongoing breeding program, it is 
essential to identify more informative markers 
for parentage assignment.   
Pedigree reconstruction, heritabilities 
and genetic diversity of selected stock 
Our estimates of heritability for weight at harvest 
are comparable to the most recent value reported 
on mussel but lower than most previous studies. 
Standard errors were also large compared to the 
heritability estimates. Alcapán et al. (2007) 
reported that heritability in Mytilus chilensis for 
body weight at 12 months and 22 months of 
culture ranged from 0.001 to 0.040 and 0.080 to 
0.150, respectively. In contrast, Toro et al. (2004) 
that estimated heritability at 22 months of culture 
for the same species ranged from 0.350 to 0.540. 
Studies that used shell length as an indicator for 
growth trait estimated high heritability values 
such as 0.22–0.92 (Mallet et al., 1986). The high 
estimates of heritability for harvest weight 
reported in some previous studies may be 
confounded by environmental factors which 
were not properly accounted for in their models 
of analysis, particularly confounding of tank 
rearing and family effects.  
Genetic parameters for shell shape and meat 
yield have not been reported previously for blue 
mussel. Shell shape had the highest heritability of 
the three traits investigated in this study. This 
suggests using genetic driven selective breeding 
program for this trait should see a rapid 
improvement in the shape of farmed stock.  
Meat yield had the lowest heritability. Meat yield 
can only be measured by sacrificing the animals 
and improvement to this trait in the farmed stock 
will be slower to achieve. A selective breeding 
program for this trait could be  enhanced by 
family selection (Gjedrem, 2005) and/or genomic 
selection (Meuwissen et al., 2001).  
The heritabilities for harvest weight, shell shape 
and meat yield on Australian blue mussel 
indicates these traits can be improved using a 
family based breeding program. The limited 
number of informative markers for parentage 
assignment suggest that there is a need to 
develop a new marker panel for this purpose. 
Selection for the second 
generation 
This study provided insights into the mussel 
genome. This part of the work, though not 
completed, will be of great significance to a 
breeding program of the blue mussel, as the 
information generated will be useful in 
facilitating genetic gain if the mussel selective 
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breeding program for mussels was to be 
continued.  
The way forward 
Maintain current broodstock 
The current tagged broodstock population, 
which captures both the genetic diversity of the 
founder population and which has been selected 
on performance, should be maintained. These 
mussels can be used for breeding purposes. 
Undertake a cost‐benefit analysis of the 
breeding program 
Once SNP genotyping is completed and genetic 
gain estimated for the current breeding program, 
a cost‐benefit analysis of the program can be 
undertaken.  
Continue selective breeding program 
Since the costs of undertaking genetic breeding 
programs are rapidly declining, in part due to 
technological advances in genotyping, 
sequencing and analysing genetic data, the 
implementation of selective breeding programs 
by industries is becoming more economically 
viable. 
Interruption to the selected breeding program 
may result in loss of genetic gain achieved in the 
current third generation. That is, broodstock 
numbers will decline through attrition over time, 
leading to loss of both genetic diversity and 
pedigree information. Consequently, re‐
commencing of the breeding program at a later 
date may require re‐establishment of a founder 
population (such as undertaken in 2008 for the 
current project). 
Continuation of the breeding program beyond 
this point should follow the breeding plan as 
outlined in Table 9 and the attached SOP 
(Appendix 4). Options for the future breeding 
program are described in Table 9. 
 If Option 1 is to be continued, the program 
will run in 2 year cycles. Estimated costs to 
run another generation of selective breeding 
program is given in Table 10. The major costs 
during this period will be: 
o Labour for spawning mussels, collecting 
phenotypic data, tagging new broodstock 
and collecting tissue sample for 
genotyping 
o Processing and analysis of DNA 
o Once SNP analysis is completed, a 
revised budget can be prepared.  
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Table 9. Options for future breeding program  
 
Table 10. Proposed preliminary budget for one generation of selective breeding (indicative costs only 
– requires detailed breakdown following completion of current genomic analyses) 
Year  Month  PHASE  Component Staff Industry 
cost  External cost 
(A$)
Year 1  June  Spawn selected tagged and 
genotyped broodstock from 2nd 
generation to produce 3rd 
generation population 
labour 2 days Industry as 
per SOP 
X   
  June‐
June 
Grow‐out third generation 
population y (communally on 
ropes by industry) 
Labour Industry X   
     Review traits of interest for next 
generation (survey) 
Labour Industry    
Year 2  June‐
July 
Measure third generation 
population (phenotypes of 
selected traits of interest) and 
collect tissue samples for 
genotyping (2,500 individuals)
Labour (eg. 8 
FTEs for 15 days) 
 
Industry 
(50%) 
X  15,960
    Select and tag potential 
broodstock and collect tissue 
samples for genotyping (1,000 
individuals) 
Consumables Panels, tags, 
chemicals 
5,000   
  July‐Dec  Genotype and analysis of genetic 
data: 384 SNPs are used to 
genotype all animals, 
identification of families and 
estimation of breeding values
Labour and 
consumables 
  90,000*
Year 3  June  Spawn selected tagged and 
genotyped broodstock from 3rd 
generation to produce 4th 
generation population 
X   
 
 
 
Option  Description Advantages Disadvantages 
1  As is: Communally rear mussel 
families and use 384‐SNP panel to 
identify families. Pedigree 
information and phenotypic data are 
used to estimate breeding values 
Methods established
Intermediate cost 
Considerable genetic information 
used in selection 
Faster gain per generation
Not all genetic information is 
exploited. 
2  Genomic selection: As above, but 
much denser SNPs or sequencing is 
used for genotyping and genetic 
information is used to select animals 
Significant amount of genetic 
information is exploited. 
Genomic information available to 
design a dense SNP chip 
Fastest gain per generation
Most costly 
3  Traditional family selection: No 
genotyping involved, families are 
reared separately. Individuals in best 
performing families are selected as 
broodstock 
No genetic analysis costs
Simple design 
 
Large costs associated with 
maintaining large numbers of 
different families in separate 
culture units throughout 
production cycle 
Large environmental effects 
associated with different 
culture units. 
Slower gain per generation. 
4  Traditional mass selection: 
No genotyping involved, animals are 
grown communally, best performing 
animals are selected 
No genetic analysis costs
Simple design, 
Least costly 
Cannot select for meat yield
High risk of decline in genetic 
diversity and inbreeding 
leading to reduced 
performance in subsequent 
generations. 
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Conclusions
A selective breeding program for Australian 
blue mussel was established to improve traits 
important to the mussel aquaculture industry, 
which were total weight (growth), shell shape 
and meat yield. 
Founder population and 
selectively bred populations 
This project established a founder population of 
74 single‐pair mating families with “wild” 
parents originating from three different 
locations in Port Phillip Bay. These matings 
resulted in a genetically diverse first generation 
mussel population.  
From the first generation population, a total of 
48 males and 48 females were selected as 
broodstock based on their merit of high 
breeding values for the selected traits to 
generate the second generation. 
The second generation stock were grown to 
market size.  Phenotypic data was collected from 
3,608 mussels. Tissue samples were also 
collected for genotyping (SNP marker panel) 
and identification of families/individuals. 
Second generation mussels (1,112 in total) were 
tagged and retained as potential broodstock for 
the creation of the third generation population. 
Heritability of desired traits 
Heritabilities for harvest weight, shell shape and 
meat yield on Australian blue mussel were 
determined. The results indicate these traits can 
be improved using a family based breeding 
program.  
Implications for mussel 
production 
Use of first and second generation hatchery‐bred 
mussels has resulted in significant 
improvements to mussel production. According 
to mussel farmers participating in the Victorian 
Shellfish Hatchery project, benefits of this work 
have included: 
 Reduced reliance on wild spat and extended 
season of availability of spat (potentially 
year‐round) 
 More uniform and faster growth of mussels, 
which has reduced labour (less handling 
and grading), reduced wastage at harvest, 
and less biofouling of ropes. This has also 
improved management of on‐farm 
production cycle allowing for better 
utilisation of farm sites and streamlining of 
farming operations 
 Improvement in both production and yield 
of mussels from ropes. 
Further improvements are likely to occur once 
broodstock with traits of interest are selected 
from the second generation using genomic data, 
and are spawned to produce a new generation 
of genetically improved mussels. 
Standard Operating Procedures (SOPs) for a 
selective breeding program have been prepared. 
The SOPs describe steps involved in mussel 
breeding and sampling for tissues and 
phenotypic characters and record keeping. 
Technical advances 
A microsatellite DNA marker panel was 
developed and tested for family identification. A 
limited number of informative microsatellite 
markers for parentage assignment in the first 
generation of selection indicated that there was 
a need to develop a new SNP marker panel to 
provide a more informative parentage 
information and to improve accuracy of genetic 
selection. This component will be completed in 
the third quarter of 2012, when the genetic gains 
from one generation of selection can also be 
reported. 
A significantly large dataset on genome 
sequence data has been generated (1.227*109 
pair‐end reads + 2*109 mate‐pair reads). 
Pipeline and relevant bioinformatic tools for de 
novo genome assembly and SNPs discovery 
have been developed. 
Remaining tasks 
This project is still incomplete and the tasks that 
remain to be completed include: 
 Sequence assembly, SNPs calling, SNPs 
filtering, SNPs genotyping and estimation of 
genetic parameters 
 The genotyping of all second generation 
mussel samples. This task will be 
undertaken once the SNP panel is 
developed and results will be used to 
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identify second generation broodstock for 
breeding a third generation of better 
performing mussels.  
 Finalising the Standard Operating 
Procedures (SOPs) for hatchery 
guidelines for a selective breeding 
program prepared. 
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Appendix 1. Questionnaire used for 
indentifying breeding priorities for 
Victorian Blue Mussels 
Indentifying Breeding Priorities for Victorian Blue Mussels 
(May 2010) 
 
Priority 
(number 
all boxes) 
Trait of interest 
    
1   Fast growth (mussels reach market size in shorter period of time) 
    
2   Rounder shape 
    
3   Narrower shape 
    
4   Meat yield 
    
5   Bluer shell colour 
    
6   Blacker shell colour 
    
7   Other shell colour (describe)………………………………………………………………….. 
    
8   Other trait of interest (please describe)…………………………………………………….. 
 
Confidentiality:  all data collected as part of this survey will be kept confidential. Any public 
disclosure will be undertaken in a generalised/summarised form only and without reference to any 
individual(s). 
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Appendix 2. Sorted breeding values for 
potential broodstock.
 
Sample_ID 
Tag 
#  Family  weight_bv  shape_bv  yield_bv  index_bv 
Myt_P01_04B  6  Family‐59S  2.478  0.018  ‐0.001  1.126 
Myt_P01_11D  42  Family‐59S  2.696  0.015  ‐0.001  1.076 
Myt_P15_12E  145  Family‐59S  2.519  0.015  ‐0.001  1.035 
Myt_P01_05A  1051  Family‐59S  2.403  0.015  ‐0.001  1.003 
Myt_P12_06D  76  Family‐59S  2.417  0.013  ‐0.001  0.958 
Myt_P25_08A  1252  Family‐59S  2.613  0.012  ‐0.001  0.957 
Myt_P21_06G  1231  Family‐59S  2.319  0.014  ‐0.001  0.951 
Myt_P15_02D  117  Family‐59S  2.496  0.012  ‐0.001  0.943 
Myt_P01_06H  8  Family‐59S  2.338  0.013  ‐0.001  0.934 
Myt_P15_08D  123  Family‐59S  2.432  0.012  ‐0.001  0.928 
Myt_P12_03E  1150  Family‐59S  2.544  0.012  ‐0.001  0.926 
Myt_P01_07F  1021  Family‐59S  2.503  0.012  ‐0.001  0.920 
Myt_P06_11A  1084  Family‐59S  2.228  0.013  ‐0.001  0.916 
Myt_P06_08E  1095  Family‐59S  2.228  0.013  ‐0.001  0.916 
Myt_P06_03C  1056  Family‐59S  2.301  0.013  ‐0.001  0.911 
Myt_P25_08F  1263  Family‐59S  2.546  0.010  ‐0.001  0.859 
Myt_P15_08C  143  Family‐59S  1.923  0.012  ‐0.001  0.794 
Myt_P12_09C  1089  Family‐22S  2.041  0.013  ‐0.003  0.781 
Myt_P06_04G  1053  Family‐22S  1.952  0.013  ‐0.003  0.751 
Myt_P01_02C  4  Family‐22S  1.764  0.012  ‐0.003  0.670 
Myt_P26_03G  287  Family‐22S  1.508  0.012  ‐0.003  0.631 
Myt_P01_05H  1011  Family‐22S  1.709  0.011  ‐0.003  0.624 
Myt_P01_07B  1050  Family‐22S  1.403  0.013  ‐0.003  0.624 
Myt_P15_03G  121  Family‐75S  0.958  0.007  0.003  0.587 
Myt_P26_04C  283  Family‐39S  0.454  0.011  0.002  0.586 
Myt_P21_02D  196  Family‐22S  1.641  0.010  ‐0.003  0.583 
Myt_P21_03D  193  Family‐22S  1.492  0.010  ‐0.003  0.566 
Myt_P26_04B  285  Family‐75S  0.805  0.007  0.003  0.553 
Myt_P12_09B  1107  Family‐22S  1.682  0.008  ‐0.003  0.534 
Myt_P01_07E  1016  Family‐22S  1.590  0.009  ‐0.003  0.521 
Myt_P21_04G  1215  Family‐75S  0.940  0.005  0.003  0.518 
Myt_P21_12A  223  Family‐19S  0.187  0.003  0.009  0.516 
Myt_P01_06C  1015  Family‐75S  0.892  0.005  0.003  0.510 
Myt_P06_04A  71  Family‐14S  1.459  0.004  0.001  0.498 
Myt_P21_02E  198  Family‐16S  1.752  0.006  ‐0.003  0.471 
Myt_P01_11F  41  Family‐22S  1.278  0.009  ‐0.003  0.471 
Myt_P25_09B  1259  Family‐04S  0.858  0.007  0.001  0.462 
Myt_P15_03E  118  Family‐16S  1.394  0.007  ‐0.003  0.460 
Myt_P21_08A  228  Family‐39S  0.843  0.005  0.002  0.458 
Myt_P15_05E  92  Family‐14S  1.437  0.003  0.001  0.454 
Myt_P01_03B  15  Family‐19S  0.274  0.001  0.009  0.451 
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Sample_ID 
Tag 
#  Family  weight_bv  shape_bv  yield_bv  index_bv 
Myt_P15_06E  133  Family‐22S  1.323  0.008  ‐0.003  0.445 
Myt_P01_11E  37  Family‐22S  1.434  0.007  ‐0.003  0.442 
Myt_P25_01B  279  Family‐22S  1.166  0.009  ‐0.003  0.441 
Myt_P01_11G  48  Family‐19S  0.348  0.000  0.009  0.437 
Myt_P26_01B  1292  Family‐75S  0.628  0.005  0.003  0.430 
Myt_P12_04B  1146  Family‐75S  0.842  0.003  0.003  0.425 
Myt_P01_06D  26  Family‐22S  1.405  0.007  ‐0.003  0.425 
Myt_P06_12E  1134  Family‐75S  0.602  0.005  0.003  0.423 
Myt_P06_09A  1081  Family‐75S  0.602  0.005  0.003  0.423 
Myt_P06_07H  1073  Family‐75S  0.602  0.005  0.003  0.423 
Myt_P26_02E  298  Family‐22S  1.305  0.007  ‐0.003  0.415 
Myt_P21_01D  182  Family‐22S  1.203  0.008  ‐0.003  0.415 
Myt_P01_03E  1027  Family‐14S  1.400  0.002  0.001  0.414 
Myt_P06_03D  1054  Family‐12S  0.334  0.008  0.001  0.414 
Myt_P15_11G  162  Family‐16S  1.300  0.006  ‐0.003  0.409 
Myt_P06_04D  59  Family‐19S  0.107  0.001  0.009  0.406 
Myt_P01_06A  1026  Family‐71S  0.027  0.011  0.000  0.403 
Myt_P21_11H  222  Family‐16S  1.445  0.005  ‐0.003  0.398 
Myt_P15_10C  174  Family‐19S  0.275  ‐0.001  0.009  0.395 
Myt_P01_08F  1025  Family‐14S  1.385  0.002  0.001  0.394 
Myt_P15_09C  149  Family‐14S  1.352  0.002  0.001  0.393 
Myt_P21_09D  202  Family‐69S  1.288  0.000  0.003  0.390 
Myt_P21_02A  190  Family‐12S  0.131  0.008  0.001  0.389 
Myt_P06_02F  1052  Family‐14S  1.348  0.002  0.001  0.389 
Myt_P06_09G  1092  Family‐39S  0.470  0.006  0.002  0.385 
Myt_P21_09C  201  Family‐14S  1.456  0.001  0.001  0.380 
Myt_P15_11C  161  Family‐69S  0.897  0.002  0.003  0.380 
Myt_P01_05D  1012  Family‐04S  0.939  0.004  0.001  0.378 
Myt_P01_01B  13  Family‐71S  ‐0.177  0.011  0.000  0.370 
Myt_P25_05G  266  Family‐02S  0.126  0.008  0.001  0.369 
Myt_P06_06G  1094  Family‐19S  ‐0.043  0.000  0.009  0.367 
Myt_P15_09H  165  Family‐04S  0.880  0.004  0.001  0.367 
Myt_P15_05F  128  Family‐19S  ‐0.003  0.000  0.009  0.365 
Myt_P26_04D  282  Family‐61S  0.328  0.003  0.004  0.358 
Myt_P15_12A  179  Family‐19S  0.096  ‐0.001  0.009  0.357 
Myt_P15_09A  184  Family‐04S  0.881  0.004  0.001  0.356 
Myt_P06_02C  1059  Family‐71S  ‐0.301  0.012  0.000  0.355 
Myt_P15_01H  1198  Family‐14S  1.243  0.002  0.001  0.348 
Myt_P21_01A  173  Family‐14S  1.503  0.000  0.001  0.345 
Myt_P21_02B  191  Family‐02S  0.343  0.006  0.001  0.342 
Myt_P12_10F  1188  Family‐71S  ‐0.177  0.011  0.000  0.341 
Myt_P01_06B  1001  Family‐03S  ‐0.053  0.015  ‐0.005  0.337 
Myt_P25_05D  240  Family‐65S  0.722  0.005  0.000  0.337 
Myt_P15_03H  116  Family‐12S  0.064  0.007  0.001  0.336 
Myt_P15_04A  114  Family‐04S  0.827  0.004  0.001  0.334 
Myt_P26_03F  290  Family‐19S  ‐0.127  0.000  0.009  0.329 
Myt_P15_03D  119  Family‐04S  0.862  0.003  0.001  0.327 
Myt_P21_08G  229  Family‐04S  0.783  0.003  0.001  0.318 
Myt_P25_05B  241  Family‐61S  0.317  0.002  0.004  0.317 
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Sample_ID 
Tag 
#  Family  weight_bv  shape_bv  yield_bv  index_bv 
Myt_P26_02H  293  Family‐04S  0.644  0.004  0.001  0.315 
Myt_P15_11E  147  Family‐03S  0.074  0.013  ‐0.005  0.315 
Myt_P15_04D  105  Family‐14S  1.284  0.000  0.001  0.314 
Myt_P01_08D  1039  Family‐61S  0.472  0.001  0.004  0.313 
Myt_P21_04C  1213  Family‐04S  0.729  0.004  0.001  0.313 
Myt_P25_01F  1248  Family‐52S  1.512  0.003  ‐0.003  0.310 
Myt_P06_04H  63  Family‐14S  1.460  ‐0.001  0.001  0.310 
Myt_P01_10H  36  Family‐04S  0.709  0.004  0.001  0.307 
Myt_P15_01E  106  Family‐16S  1.475  0.003  ‐0.003  0.307 
Myt_P06_03G  47  Family‐19S  ‐0.192  ‐0.001  0.009  0.300 
Myt_P01_08H  1017  Family‐04S  0.759  0.003  0.001  0.298 
Myt_P12_01D  1141  Family‐12S  0.065  0.006  0.001  0.298 
Myt_P21_10E  211  Family‐04S  0.725  0.003  0.001  0.297 
Myt_P21_10A  207  Family‐14S  1.223  0.000  0.001  0.295 
Myt_P12_05G  1173  Family‐71S  ‐0.316  0.010  0.000  0.294 
Myt_P25_07F  1255  Family‐12S  ‐0.269  0.008  0.001  0.294 
Myt_P06_04E  38  Family‐61S  0.419  0.001  0.004  0.291 
Myt_P15_11H  176  Family‐69S  0.929  ‐0.001  0.003  0.286 
Myt_P21_06E  1226  Family‐16S  1.188  0.004  ‐0.003  0.285 
Myt_P06_09C  1109  Family‐16S  1.154  0.004  ‐0.003  0.285 
Myt_P06_02A  73  Family‐61S  0.552  0.000  0.004  0.284 
Myt_P01_10G  49  Family‐14S  1.244  0.000  0.001  0.283 
Myt_P06_10E  1112  Family‐02S  ‐0.157  0.008  0.001  0.283 
Myt_P06_07C  1101  Family‐02S  ‐0.157  0.008  0.001  0.283 
Myt_P15_06B  122  Family‐12S  ‐0.205  0.007  0.001  0.281 
Myt_P15_09F  159  Family‐52S  1.267  0.003  ‐0.003  0.281 
Myt_P25_01H  1246  Family‐14S  1.303  ‐0.001  0.001  0.280 
Myt_P25_02A  254  Family‐04S  0.612  0.003  0.001  0.279 
Myt_P01_03H  9  Family‐32S  1.157  0.000  0.001  0.279 
Myt_P25_12C  1282  Family‐04S  0.822  0.002  0.001  0.278 
Myt_P21_09H  206  Family‐02S  ‐0.074  0.007  0.001  0.278 
Myt_P12_07G  85  Family‐61S  0.326  0.001  0.004  0.274 
Myt_P25_04E  271  Family‐02S  ‐0.367  0.009  0.001  0.273 
Myt_P21_07C  1238  Family‐04S  0.552  0.004  0.001  0.272 
Myt_P01_10D  1032  Family‐52S  1.377  0.002  ‐0.003  0.270 
Myt_P21_11F  220  Family‐04S  0.749  0.002  0.001  0.269 
Myt_P01_07G  1013  Family‐26S  1.558  0.000  ‐0.001  0.264 
Myt_P21_05A  1206  Family‐61S  0.581  ‐0.001  0.004  0.260 
Myt_P12_09G  1116  Family‐52S  1.157  0.003  ‐0.003  0.258 
Myt_P12_02G  1142  Family‐61S  0.505  ‐0.001  0.004  0.257 
Myt_P26_04A  284  Family‐61S  0.380  0.000  0.004  0.255 
Myt_P25_12B  1283  Family‐51S  0.737  0.002  0.001  0.254 
Myt_P15_01F  108  Family‐26S  1.693  ‐0.002  ‐0.001  0.252 
Myt_P21_10B  208  Family‐71S  ‐0.443  0.010  0.000  0.251 
Myt_P21_03C  195  Family‐12S  ‐0.135  0.006  0.001  0.250 
Myt_P26_01D  1294  Family‐79S  0.806  0.006  ‐0.004  0.249 
Myt_P01_08E  1014  Family‐03S  ‐0.127  0.012  ‐0.005  0.245 
Myt_P21_03B  194  Family‐12S  0.086  0.005  0.001  0.244 
Myt_P21_02G  197  Family‐03S  ‐0.040  0.012  ‐0.005  0.244 
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Myt_P06_10F  1118  Family‐12S  ‐0.305  0.007  0.001  0.243 
Myt_P06_10A  1077  Family‐12S  ‐0.305  0.007  0.001  0.243 
Myt_P06_05B  28  Family‐03S  ‐0.258  0.013  ‐0.005  0.239 
Myt_P01_12F  52  Family‐03S  ‐0.270  0.013  ‐0.005  0.238 
Myt_P25_02E  274  Family‐14S  1.117  ‐0.001  0.001  0.238 
Myt_P25_05A  272  Family‐02S  ‐0.240  0.007  0.001  0.233 
Myt_P12_08G  81  Family‐61S  0.293  0.000  0.004  0.233 
Myt_P21_06D  1229  Family‐61S  0.465  ‐0.001  0.004  0.232 
Myt_P01_02B  21  Family‐61S  0.388  ‐0.001  0.004  0.228 
Myt_P15_08H  150  Family‐61S  0.513  ‐0.002  0.004  0.227 
Myt_P12_08A  1171  Family‐14S  1.131  ‐0.001  0.001  0.225 
Myt_P01_12B  61  Family‐32S  0.982  ‐0.001  0.001  0.224 
Myt_P06_01E  1068  Family‐13S  0.265  0.002  0.002  0.220 
Myt_P25_09F  1271  Family‐52S  1.187  0.002  ‐0.003  0.208 
Myt_P25_03H  259  Family‐51S  0.556  0.002  0.001  0.205 
Myt_P12_02A  1138  Family‐61S  0.616  ‐0.003  0.004  0.203 
Myt_P01_06E  1028  Family‐26S  1.436  ‐0.001  ‐0.001  0.201 
Myt_P01_09E  1033  Family‐20S  0.502  0.002  0.000  0.199 
Myt_P25_10H  1277  Family‐17S  ‐0.055  0.003  0.002  0.197 
Myt_P21_01B  171  Family‐04S  0.556  0.001  0.001  0.194 
Myt_P15_04C  107  Family‐69S  0.831  ‐0.003  0.003  0.194 
Myt_P06_02G  1066  Family‐52S  1.340  0.000  ‐0.003  0.187 
Myt_P25_10C  1267  Family‐69S  0.734  ‐0.002  0.003  0.186 
Myt_P21_03F  1212  Family‐26S  1.514  ‐0.002  ‐0.001  0.179 
Myt_P06_03A  1062  Family‐26S  1.381  ‐0.002  ‐0.001  0.178 
Myt_P25_08E  1264  Family‐81S  ‐0.340  0.001  0.005  0.172 
Myt_P01_01G  12  Family‐26S  1.457  ‐0.002  ‐0.001  0.170 
Myt_P25_01G  1247  Family‐61S  0.381  ‐0.003  0.004  0.166 
Myt_P21_02H  188  Family‐26S  1.524  ‐0.003  ‐0.001  0.163 
Myt_P01_07D  1048  Family‐69S  0.583  ‐0.002  0.003  0.161 
Myt_P01_03A  1040  Family‐69S  0.649  ‐0.003  0.003  0.160 
Myt_P21_05C  1218  Family‐17S  0.156  0.001  0.002  0.157 
Myt_P12_11B  1184  Family‐25S  0.448  0.007  ‐0.005  0.157 
Myt_P12_01A  1133  Family‐03S  ‐0.238  0.011  ‐0.005  0.157 
Myt_P01_10A  1023  Family‐26S  1.364  ‐0.002  ‐0.001  0.157 
Myt_P01_10E  1008  Family‐26S  1.329  ‐0.002  ‐0.001  0.150 
Myt_P01_09B  1035  Family‐61S  0.385  ‐0.003  0.004  0.149 
Myt_P06_07E  1111  Family‐52S  1.029  0.001  ‐0.003  0.149 
Myt_P15_02G  1203  Family‐34S  1.784  ‐0.005  ‐0.001  0.149 
Myt_P01_10B  1041  Family‐79S  0.686  0.004  ‐0.004  0.149 
Myt_P01_11H  45  Family‐55S  0.120  0.003  0.000  0.148 
Myt_P25_07B  1243  Family‐03S  ‐0.287  0.011  ‐0.005  0.147 
Myt_P06_05C  1058  Family‐25S  0.061  0.009  ‐0.005  0.144 
Myt_P26_02G  294  Family‐61S  0.287  ‐0.003  0.004  0.134 
Myt_P15_04G  113  Family‐79S  0.601  0.004  ‐0.004  0.131 
Myt_P01_05C  1020  Family‐79S  0.665  0.004  ‐0.004  0.129 
Myt_P12_01B  1131  Family‐52S  1.155  0.000  ‐0.003  0.129 
Myt_P06_02B  65  Family‐79S  0.790  0.003  ‐0.004  0.125 
Myt_P06_03F  1064  Family‐84S  0.068  0.002  0.001  0.125 
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Myt_P06_02H  70  Family‐26S  1.405  ‐0.003  ‐0.001  0.124 
Myt_P21_06F  1230  Family‐69S  0.444  ‐0.002  0.003  0.121 
Myt_P21_10G  213  Family‐79S  0.668  0.003  ‐0.004  0.118 
Myt_P25_02F  248  Family‐26S  1.424  ‐0.004  ‐0.001  0.110 
Myt_P12_02C  1144  Family‐79S  0.706  0.003  ‐0.004  0.109 
Myt_P12_12E  110  Family‐34S  1.383  ‐0.004  ‐0.001  0.105 
Myt_P06_09F  1113  Family‐26S  1.225  ‐0.003  ‐0.001  0.103 
Myt_P21_07G  1235  Family‐17S  0.129  ‐0.001  0.002  0.102 
Myt_P01_02H  1007  Family‐17S  0.051  0.000  0.002  0.097 
Myt_P01_09H  19  Family‐17S  0.157  ‐0.001  0.002  0.092 
Myt_P25_12F  1296  Family‐76S  ‐0.090  0.002  0.001  0.088 
Myt_P25_03E  263  Family‐26S  1.313  ‐0.004  ‐0.001  0.085 
Myt_P12_07E  90  Family‐31S  ‐0.281  ‐0.001  0.004  0.080 
Myt_P01_04H  1036  Family‐76S  ‐0.029  0.001  0.001  0.071 
Myt_P01_01H  2  Family‐79S  0.702  0.002  ‐0.004  0.071 
Myt_P12_03G  1158  Family‐79S  0.770  0.002  ‐0.004  0.071 
Myt_P21_04B  1214  Family‐74S  0.080  0.001  0.001  0.069 
Myt_P12_10G  1187  Family‐34S  1.495  ‐0.006  ‐0.001  0.067 
Myt_P26_01H  302  Family‐74S  ‐0.215  0.002  0.001  0.059 
Myt_P12_06H  1167  Family‐34S  1.266  ‐0.004  ‐0.001  0.059 
Myt_P21_01F  189  Family‐17S  0.207  ‐0.002  0.002  0.057 
Myt_P25_03A  251  Family‐79S  0.572  0.002  ‐0.004  0.056 
Myt_P21_08F  231  Family‐34S  1.222  ‐0.004  ‐0.001  0.055 
Myt_P06_06D  29  Family‐09S  ‐0.269  0.002  0.001  0.053 
Myt_P15_07A  135  Family‐79S  0.523  0.002  ‐0.004  0.051 
Myt_P25_11G  1286  Family‐09S  ‐0.235  0.002  0.001  0.050 
Myt_P15_10F  169  Family‐34S  1.319  ‐0.005  ‐0.001  0.048 
Myt_P12_01F  1139  Family‐34S  1.133  ‐0.004  ‐0.001  0.048 
Myt_P06_12F  1135  Family‐25S  ‐0.039  0.007  ‐0.005  0.047 
Myt_P06_08D  1079  Family‐25S  ‐0.039  0.007  ‐0.005  0.047 
Myt_P25_09E  1272  Family‐74S  0.044  0.000  0.001  0.045 
Myt_P01_11C  39  Family‐26S  1.203  ‐0.004  ‐0.001  0.044 
Myt_P01_04D  1009  Family‐78S  ‐0.261  0.003  0.000  0.044 
Myt_P01_12A  50  Family‐26S  1.734  ‐0.007  ‐0.001  0.039 
Myt_P06_11H  1126  Family‐81S  ‐0.471  ‐0.002  0.005  0.034 
Myt_P15_04F  102  Family‐67S  ‐0.565  0.007  ‐0.002  0.032 
Myt_P06_10C  1119  Family‐79S  0.489  0.002  ‐0.004  0.031 
Myt_P06_08G  1110  Family‐79S  0.489  0.002  ‐0.004  0.031 
Myt_P06_02D  1063  Family‐26S  1.636  ‐0.007  ‐0.001  0.029 
Myt_P26_03D  288  Family‐81S  ‐0.215  ‐0.003  0.005  0.027 
Myt_P12_02F  1143  Family‐25S  0.150  0.006  ‐0.005  0.022 
Myt_P25_02C  257  Family‐31S  ‐0.144  ‐0.003  0.004  0.020 
Myt_P21_09G  205  Family‐11S  0.808  ‐0.005  0.001  0.016 
Myt_P21_05F  1221  Family‐79S  0.630  0.001  ‐0.004  0.016 
Myt_P15_09G  183  Family‐34S  1.286  ‐0.006  ‐0.001  0.015 
Myt_P25_04G  275  Family‐81S  ‐0.394  ‐0.003  0.005  0.015 
Myt_P25_07G  1254  Family‐74S  ‐0.016  0.000  0.001  0.014 
Myt_P15_04H  100  Family‐34S  1.436  ‐0.007  ‐0.001  0.014 
Myt_P25_03D  250  Family‐11S  0.711  ‐0.005  0.001  0.013 
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Myt_P01_08G  1004  Family‐38S  ‐0.070  0.004  ‐0.003  0.013 
Myt_P21_12D  226  Family‐23S  0.370  ‐0.003  0.001  0.012 
Myt_P12_07H  78  Family‐34S  1.191  ‐0.005  ‐0.001  0.012 
Myt_P01_04F  1044  Family‐09S  ‐0.547  0.003  0.001  0.007 
Myt_P06_05D  32  Family‐09S  ‐0.645  0.003  0.001  0.002 
Myt_P26_02D  296  Family‐09S  ‐0.605  0.003  0.001  0.002 
Myt_P21_07H  1234  Family‐74S  ‐0.245  0.001  0.001  0.001 
Myt_P21_11A  215  Family‐38S  0.381  0.001  ‐0.003  0.000 
Myt_P12_08C  79  Family‐34S  1.086  ‐0.005  ‐0.001  0.000 
Myt_P25_09C  1258  Family‐34S  1.345  ‐0.007  ‐0.001  0.000 
Myt_P21_08C  232  Family‐34S  1.168  ‐0.006  ‐0.001  ‐0.002 
Myt_P01_03F  1034  Family‐11S  0.816  ‐0.006  0.001  ‐0.002 
Myt_P15_11B  168  Family‐09S  ‐0.513  0.002  0.001  ‐0.005 
Myt_P25_02G  262  Family‐09S  ‐0.531  0.002  0.001  ‐0.007 
Myt_P25_06F  238  Family‐34S  1.111  ‐0.005  ‐0.001  ‐0.007 
Myt_P01_03C  14  Family‐09S  ‐0.506  0.002  0.001  ‐0.009 
Myt_P01_10F  40  Family‐17S  0.157  ‐0.004  0.002  ‐0.011 
Myt_P12_04C  1145  Family‐09S  ‐0.474  0.002  0.001  ‐0.015 
Myt_P12_01G  1137  Family‐09S  ‐0.696  0.003  0.001  ‐0.015 
Myt_P21_09A  227  Family‐09S  ‐0.404  0.001  0.001  ‐0.015 
Myt_P25_02B  265  Family‐31S  ‐0.245  ‐0.004  0.004  ‐0.022 
Myt_P25_07C  1242  Family‐18S  ‐0.033  0.000  0.000  ‐0.025 
Myt_P12_05A  1166  Family‐74S  ‐0.402  0.001  0.001  ‐0.031 
Myt_P12_04D  1147  Family‐34S  1.198  ‐0.007  ‐0.001  ‐0.034 
Myt_P01_02D  10  Family‐24S  0.152  ‐0.002  0.000  ‐0.035 
Myt_P25_05C  236  Family‐79S  0.571  0.000  ‐0.004  ‐0.035 
Myt_P21_04E  1225  Family‐74S  ‐0.400  0.001  0.001  ‐0.037 
Myt_P25_05F  244  Family‐34S  1.135  ‐0.006  ‐0.001  ‐0.040 
Myt_P06_06A  51  Family‐23S  0.113  ‐0.003  0.001  ‐0.040 
Myt_P06_09H  1083  Family‐09S  ‐0.688  0.002  0.001  ‐0.042 
Myt_P12_11H  1193  Family‐74S  ‐0.230  0.000  0.001  ‐0.043 
Myt_P06_12D  1128  Family‐11S  0.538  ‐0.005  0.001  ‐0.043 
Myt_P06_11D  1122  Family‐11S  0.538  ‐0.005  0.001  ‐0.043 
Myt_P01_05F  23  Family‐53S  ‐0.074  ‐0.002  0.001  ‐0.051 
Myt_P15_01B  99  Family‐53S  ‐0.028  ‐0.002  0.001  ‐0.054 
Myt_P25_12D  1298  Family‐18S  ‐0.183  0.000  0.000  ‐0.056 
Myt_P06_01G  56  Family‐53S  ‐0.323  0.000  0.001  ‐0.056 
Myt_P15_08A  138  Family‐53S  0.046  ‐0.003  0.001  ‐0.056 
Myt_P06_09E  1087  Family‐72S  ‐0.125  0.002  ‐0.003  ‐0.057 
Myt_P01_07C  1018  Family‐36S  0.793  ‐0.004  ‐0.002  ‐0.059 
Myt_P06_03E  33  Family‐09S  ‐0.617  0.001  0.001  ‐0.060 
Myt_P06_08C  1108  Family‐67S  ‐0.603  0.004  ‐0.002  ‐0.061 
Myt_P21_07A  1241  Family‐74S  ‐0.447  0.000  0.001  ‐0.063 
Myt_P06_10G  1100  Family‐15S  ‐0.085  ‐0.004  0.002  ‐0.066 
Myt_P25_11C  1274  Family‐23S  0.480  ‐0.006  0.001  ‐0.069 
Myt_P01_01D  3  Family‐64S  0.271  ‐0.005  0.001  ‐0.070 
Myt_P15_09B  172  Family‐05S  ‐0.091  ‐0.001  0.000  ‐0.076 
Myt_P15_02E  1205  Family‐74S  ‐0.415  0.000  0.001  ‐0.077 
Myt_P25_02D  260  Family‐09S  ‐0.638  0.001  0.001  ‐0.077 
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Myt_P12_06G  1165  Family‐11S  0.605  ‐0.007  0.001  ‐0.078 
Myt_P01_09D  1029  Family‐53S  ‐0.238  ‐0.002  0.001  ‐0.081 
Myt_P25_11H  1285  Family‐44S  ‐0.094  ‐0.002  0.000  ‐0.082 
Myt_P01_09G  1024  Family‐74S  ‐0.400  0.000  0.001  ‐0.082 
Myt_P21_07B  1240  Family‐53S  ‐0.102  ‐0.003  0.001  ‐0.090 
Myt_P15_07H  136  Family‐64S  0.653  ‐0.008  0.001  ‐0.091 
Myt_P15_02C  115  Family‐36S  0.848  ‐0.005  ‐0.002  ‐0.092 
Myt_P12_07C  1172  Family‐76S  ‐0.107  ‐0.003  0.001  ‐0.092 
Myt_P21_11C  217  Family‐36S  0.823  ‐0.005  ‐0.002  ‐0.093 
Myt_P21_05D  1223  Family‐31S  ‐0.052  ‐0.007  0.004  ‐0.093 
Myt_P21_07E  1237  Family‐15S  0.096  ‐0.006  0.002  ‐0.094 
Myt_P15_03F  111  Family‐74S  ‐0.089  ‐0.003  0.001  ‐0.098 
Myt_P01_08A  1019  Family‐09S  ‐0.621  0.000  0.001  ‐0.099 
Myt_P12_05B  82  Family‐18S  ‐0.108  ‐0.002  0.000  ‐0.103 
Myt_P06_10B  1096  Family‐18S  ‐0.245  ‐0.001  0.000  ‐0.105 
Myt_P06_05A  57  Family‐64S  0.086  ‐0.005  0.001  ‐0.108 
Myt_P25_01E  1249  Family‐36S  0.490  ‐0.004  ‐0.002  ‐0.110 
Myt_P15_06F  140  Family‐36S  0.735  ‐0.005  ‐0.002  ‐0.110 
Myt_P12_02D  1163  Family‐09S  ‐0.651  0.000  0.001  ‐0.111 
Myt_P25_04C  246  Family‐53S  ‐0.337  ‐0.002  0.001  ‐0.112 
Myt_P06_06B  55  Family‐15S  ‐0.012  ‐0.006  0.002  ‐0.114 
Myt_P06_11E  1123  Family‐05S  ‐0.252  ‐0.002  0.000  ‐0.117 
Myt_P06_05E  1055  Family‐36S  0.748  ‐0.006  ‐0.002  ‐0.118 
Myt_P12_10D  1075  Family‐36S  0.724  ‐0.005  ‐0.002  ‐0.118 
Myt_P01_02A  24  Family‐64S  0.327  ‐0.007  0.001  ‐0.120 
Myt_P06_11B  1078  Family‐74S  ‐0.525  ‐0.001  0.001  ‐0.120 
Myt_P01_10C  1042  Family‐09S  ‐0.475  ‐0.001  0.001  ‐0.121 
Myt_P06_01F  66  Family‐74S  ‐0.036  ‐0.004  0.001  ‐0.123 
Myt_P25_02H  256  Family‐18S  ‐0.179  ‐0.002  0.000  ‐0.123 
Myt_P25_01A  252  Family‐18S  ‐0.096  ‐0.003  0.000  ‐0.125 
Myt_P01_08C  1030  Family‐53S  0.019  ‐0.004  0.001  ‐0.129 
Myt_P21_08E  235  Family‐31S  ‐0.046  ‐0.008  0.004  ‐0.130 
Myt_P15_10D  163  Family‐08S  0.711  ‐0.006  ‐0.002  ‐0.132 
Myt_P15_07G  130  Family‐70S  0.331  ‐0.003  ‐0.002  ‐0.133 
Myt_P25_08G  1262  Family‐70S  0.567  ‐0.004  ‐0.002  ‐0.134 
Myt_P26_01F  1290  Family‐15S  ‐0.016  ‐0.006  0.002  ‐0.135 
Myt_P25_08C  1250  Family‐36S  0.494  ‐0.005  ‐0.002  ‐0.136 
Myt_P25_04D  247  Family‐74S  ‐0.257  ‐0.003  0.001  ‐0.139 
Myt_P01_01C  1049  Family‐74S  ‐0.350  ‐0.002  0.001  ‐0.142 
Myt_P25_01C  255  Family‐53S  ‐0.163  ‐0.004  0.001  ‐0.155 
Myt_P26_01A  1295  Family‐53S  ‐0.339  ‐0.003  0.001  ‐0.157 
Myt_P06_03B  1060  Family‐53S  ‐0.134  ‐0.004  0.001  ‐0.157 
Myt_P01_03D  18  Family‐53S  0.048  ‐0.005  0.001  ‐0.161 
Myt_P06_06E  30  Family‐36S  0.341  ‐0.004  ‐0.002  ‐0.164 
Myt_P06_11F  1124  Family‐70S  0.198  ‐0.003  ‐0.002  ‐0.177 
Myt_P25_10E  1280  Family‐36S  0.526  ‐0.006  ‐0.002  ‐0.177 
Myt_P21_04F  1209  Family‐50S  ‐0.425  ‐0.001  ‐0.001  ‐0.193 
Myt_P25_08B  1251  Family‐80S  0.205  ‐0.004  ‐0.002  ‐0.193 
Myt_P26_03A  292  Family‐53S  ‐0.278  ‐0.004  0.001  ‐0.198 
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Myt_P26_02A  301  Family‐21S  ‐0.934  ‐0.005  0.004  ‐0.198 
Myt_P25_11B  1275  Family‐53S  ‐0.314  ‐0.004  0.001  ‐0.203 
Myt_P21_09F  204  Family‐53S  ‐0.436  ‐0.004  0.001  ‐0.203 
Myt_P06_06C  64  Family‐21S  ‐0.928  ‐0.005  0.004  ‐0.215 
Myt_P01_04G  1038  Family‐53S  ‐0.054  ‐0.006  0.001  ‐0.219 
Myt_P25_06G  270  Family‐74S  ‐0.280  ‐0.005  0.001  ‐0.223 
Myt_P26_01E  1293  Family‐66S  ‐0.509  0.000  ‐0.002  ‐0.226 
Myt_P25_03C  258  Family‐36S  0.761  ‐0.009  ‐0.002  ‐0.228 
Myt_P15_04B  109  Family‐66S  ‐0.456  ‐0.001  ‐0.002  ‐0.231 
Myt_P25_04B  264  Family‐36S  0.492  ‐0.007  ‐0.002  ‐0.235 
Myt_P06_01D  46  Family‐18S  ‐0.202  ‐0.005  0.000  ‐0.240 
Myt_P25_04F  276  Family‐36S  0.529  ‐0.008  ‐0.002  ‐0.246 
Myt_P25_05E  243  Family‐36S  0.618  ‐0.008  ‐0.002  ‐0.255 
Myt_P15_12D  148  Family‐80S  0.352  ‐0.007  ‐0.002  ‐0.263 
Myt_P15_06C  125  Family‐21S  ‐0.864  ‐0.007  0.004  ‐0.270 
Myt_P21_11G  221  Family‐21S  ‐0.802  ‐0.008  0.004  ‐0.281 
Myt_P01_09A  11  Family‐21S  ‐0.888  ‐0.007  0.004  ‐0.281 
Myt_P01_12C  60  Family‐36S  0.605  ‐0.009  ‐0.002  ‐0.282 
Myt_P01_09C  1037  Family‐80S  0.143  ‐0.006  ‐0.002  ‐0.285 
Myt_P01_07A  22  Family‐87S  0.242  ‐0.003  ‐0.006  ‐0.288 
Myt_P06_05F  1061  Family‐80S  0.217  ‐0.007  ‐0.002  ‐0.288 
Myt_P01_01F  1045  Family‐80S  0.064  ‐0.006  ‐0.002  ‐0.293 
Myt_P21_05H  1220  Family‐21S  ‐1.046  ‐0.007  0.004  ‐0.296 
Myt_P06_06F  1091  Family‐40S  ‐0.838  ‐0.001  ‐0.002  ‐0.307 
Myt_P15_05A  98  Family‐80S  0.073  ‐0.007  ‐0.002  ‐0.317 
Myt_P06_01B  72  Family‐80S  0.213  ‐0.007  ‐0.002  ‐0.317 
Myt_P15_07B  144  Family‐77S  ‐0.921  ‐0.002  ‐0.001  ‐0.326 
Myt_P01_08B  1047  Family‐80S  0.204  ‐0.008  ‐0.002  ‐0.334 
Myt_P01_09F  7  Family‐87S  0.177  ‐0.004  ‐0.006  ‐0.373 
Myt_P15_02F  1204  Family‐60S  0.227  ‐0.012  0.000  ‐0.376 
Myt_P15_07D  139  Family‐60S  ‐0.025  ‐0.010  0.000  ‐0.382 
Myt_P15_10H  180  Family‐80S  ‐0.020  ‐0.008  ‐0.002  ‐0.394 
Myt_P25_08D  1265  Family‐80S  0.073  ‐0.009  ‐0.002  ‐0.408 
Myt_P21_06A  1227  Family‐60S  0.020  ‐0.011  0.000  ‐0.413 
Myt_P06_07F  1086  Family‐60S  ‐0.159  ‐0.011  0.000  ‐0.443 
Myt_P21_06H  1232  Family‐60S  ‐0.047  ‐0.012  0.000  ‐0.449 
Myt_P01_12D  34  Family‐60S  0.078  ‐0.013  0.000  ‐0.455 
Myt_P12_05D  84  Family‐01S  ‐0.303  ‐0.006  ‐0.005  ‐0.482 
Myt_P01_04A  1  Family‐01S  ‐0.365  ‐0.006  ‐0.005  ‐0.511 
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on 15/06/2010 to generate F2 families.
Spawn 
No. Cross  Category Male tag
Male 
family
Female 
tag 
Female 
family
no 
eggs/ml
Egg count 
(*106)
1 Wild‐06 x Family‐67S  WildxSEL 309 Wild‐06 102 Family‐67S 1334.86        6,540,822 
2  Wild‐34 x Family‐23S  WildxSEL  337  Wild‐34  226  Family‐23S  1334.86          6,540,822  
3 Wild‐55 x Family‐11S  WildxSEL 358 Wild‐55 250 Family‐11S 1236.68        6,059,731 
4  Family‐04S x Wild‐75  SELxWild  1259  Family‐04S  378  Wild‐75  2092.02        10,250,877  
5 Family‐12S x Wild‐45  SELxWild 116 Family‐12S 348 Wild‐45 889.64        4,359,257 
6  Family‐34S x Wild‐27  SELxWild  110  Family‐34S  330  Wild‐27  1572.02          7,860,079  
7 Family‐34S x Family‐74S SELxSEL 1187 Family‐34S 1214 Family‐74S 1792.65        8,963,241 
8  Family‐76S x Family‐81S  SELxSEL  1313  Family‐76S  1126  Family‐81S  2021.19        10,105,929  
9 Wild‐47 x Wild‐88  WildxWild 350 Wild‐47 1324 Wild‐88 1325.22        6,626,087 
10  Family‐12S x Family‐69S  SELxSEL  1300  Family‐12S  176  Family‐69S  1768.93          8,844,664  
11 Family‐31S x Family‐36S SELxSEL 235 Family‐31S 140 Family‐36S 3221.90      16,109,486 
12  Wild‐28 x Wild‐85  WildxWild  331  Wild‐28  1321  Wild‐85  847.19          4,235,968  
13 Family‐04S x Family‐16S SELxSEL 165 Family‐04S 106 Family‐16S 2941.03      14,705,138 
14  Family‐53S x Family‐02S  SELxSEL  1318  Family‐53S  206  Family‐02S  1702.21          8,511,067  
15 Wild‐31 x Wild‐95  WildxWild 334 Wild‐31 1332 Wild‐95 1314.70        6,573,518 
16  Family‐75S x Family‐12S  SELxSEL  1215  Family‐75S  1255  Family‐12S  1969.09          9,845,455  
17 Family‐14S x Family‐81S SELxSEL 149 Family‐14S 275 Family‐81S 2036.60      10,183,004 
18  Wild‐04 x Wild‐50  WildxWild  307  Wild‐04  353  Wild‐50  869.80          4,349,012  
19 Family‐22S x Family‐70S SELxSEL 287 Family‐22S 1262 Family‐70S 796.28        3,981,423 
20  Family‐16S x Family‐34S  SELxSEL  162  Family‐16S  1167  Family‐34S  545.69          2,728,458  
21 Wild‐37 x Wild‐61  WildxWild 340 Wild‐37 364 Wild‐61 1724.11        8,620,553 
22  Family‐12S x Family‐74S  SELxSEL  1306  Family‐12S  1254  Family‐74S  2014.31        10,071,542  
23 Family‐75S x Family‐31S SELxSEL 1305 Family‐75S 257 Family‐31S 1091.23        5,456,126 
24  Wild‐63 x Wild‐58  WildxWild  366  Wild‐63  361  Wild‐58  3333.60        16,667,984  
25 Family‐17S x Family‐50S SELxSEL 1277 Family‐17S 1209 Family‐50S 2917.00      14,584,980 
26  Wild‐21 x Wild‐01  WildxWild  324  Wild‐21  304  Wild‐01  2018.42        10,092,095  
27 Family‐67S x Family‐09S SELxSEL 1108 Family‐67S 296 Family‐09S 1633.75        8,168,775 
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Spawn 
No. Cross  Category Male tag
Male 
family
Female 
tag 
Female 
family
no 
eggs/ml
Egg count 
(*106)
28  Family‐25S x Family‐81S  SELxSEL  1135  Family‐25S  288  Family‐81S  2603.24        13,016,206  
29  Family‐02S x Family‐69S  SELxSEL  1112  Family‐02S  1301  Family‐69S  2503.87        12,519,368  
30  Wild‐66 x Wild‐84  WildxWild  369  Wild‐66  1319  Wild‐84  2867.51        14,337,549  
31  Family‐03S x Family‐44S  SELxSEL  197  Family‐03S  1285  Family‐44S  1130.83          5,654,150  
32  Wild‐65 x Wild‐20  WildxWild  368  Wild‐65  323  Wild‐20  2823.48        14,117,391  
33  Family‐36S x Family‐17S  SELxSEL  217  Family‐36S  1218  Family‐17S  1685.22          8,426,087  
34  Wild‐48 x Wild‐33  WildxWild  351  Wild‐48  336  Wild‐33  2476.84        12,384,190  
35  Family‐61S x Family‐02S  SELxSEL  1312  Family‐61S  1320  Family‐02S  3152.02        15,760,079  
36  Family‐38S x Family‐69S  SELxSEL  215  Family‐38S  161  Family‐69S  2364.43        11,822,134  
37  Family‐53S x Family‐03S  SELxSEL  138  Family‐53S  147  Family‐03S  3306.32        16,531,621  
38  Wild‐25 x Wild‐46  WildxWild  328  Wild‐25  349  Wild‐46  2663.24        13,316,206  
39  Family‐17S x Family‐74S  SELxSEL  1315  Family‐17S  1272  Family‐74S  2561.50        12,807,510  
40  Family‐19S x Family‐52S  SELxSEL  1309  Family‐19S  1116  Family‐52S  3310.51        16,552,569  
41  Family‐53S x Family‐61S  SELxSEL  56  Family‐53S  38  Family‐61S  2484.82        12,424,111  
42  Family‐16S x Family‐11S  SELxSEL  118  Family‐16S  205  Family‐11S  3031.30        15,156,522  
43  Family‐23S x Family‐84S  SELxSEL  1274  Family‐23S  1064  Family‐84S  2952.02        14,760,079  
44  Wild‐94 x Wild‐29  WildxWild  1331  Wild‐94  332  Wild‐29  2734.47        13,672,332  
45  Family‐32S x Family‐52S  SELxSEL  1316  Family‐32S  1248  Family‐52S  3307.67        16,538,340  
46  Wild‐76 x Wild‐13  WildxWild  379  Wild‐76  316  Wild‐13  1379.92          6,899,605  
47  Family‐79S x Family‐39S  SELxSEL  1317  Family‐79S  283  Family‐39S  2440.47        12,202,372  
48  Wild‐77 x Wild‐67  WildxWild  380  Wild‐77  370  Wild‐67  3198.26        15,991,304  
49  Family‐19S x Family‐16S  SELxSEL  223  Family‐19S  198  Family‐16S  3202.06        16,010,277  
50  Family‐15S x Family‐69S  SELxSEL  1100  Family‐15S  1267  Family‐69S  2032.57        10,162,846  
51  Wild‐25 x Wild‐03  WildxWild  328  Wild‐25  306  Wild‐03  2991.23        14,956,126  
52  Family‐75S x Family‐18S  SELxSEL  1292  Family‐75S  1298  Family‐18S  803.48          4,017,391  
53  Wild‐40 x Wild‐05  WildxWild  343  Wild‐40  308  Wild‐05  473.20          2,366,008  
54  Family‐08S x Family‐75S  SELxSEL  163  Family‐08S  285  Family‐75S  2606.80        13,033,992  
55  Family‐59S x Family‐52S  SELxSEL  145  Family‐59S  159  Family‐52S  3431.30        17,156,522  
56  Wild‐22 x Wild‐09  WildxWild  325  Wild‐22  312  Wild‐09  867.98          4,339,921  
57  Family‐79S x Family‐65S  SELxSEL  1294  Family‐79S  240  Family‐65S  2254.62        11,273,123  
58  Family‐52S x Family‐61S  SELxSEL  1032  Family‐52S  241  Family‐61S  1063.79          5,318,972  
59  Wild‐41 x Family‐36S  WildxSEL  344  Wild‐41  115  Family‐36S  2345.61        11,728,063  
60  Family‐79S x Wild‐38  SELxWild  1308  Family‐79S  341  Wild‐38  3141.03        18,846,166  
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No. Cross  Category Male tag
Male 
family
Female 
tag 
Female 
family
no 
eggs/ml
Egg count 
(*106)
61  Family‐13S x Wild‐16  SELxWild  1307  Family‐13S  319  Wild‐16  1961.42          9,807,115  
62  Wild‐15 x Family‐18S  WildxSEL  318  Wild‐15  256  Family‐18S  3337.55        16,687,747  
63  Wild‐86 x Wild‐60  WildxWild  1322  Wild‐86  363  Wild‐60  2986.40        14,932,016  
64  Family‐79S x Family‐20S  SELxSEL  113  Family‐79S  1033  Family‐20S  2770.67        13,853,360  
65  Family‐53S x Family‐04S  SELxSEL  99  Family‐53S  114  Family‐04S  2904.03        14,520,158  
66  Wild‐73 x Wild‐19  WildxWild  376  Wild‐73  322  Wild‐19  1614.94          8,074,704  
67  Wild‐81 x Wild‐72  WildxWild  384  Wild‐81  375  Wild‐72  987.51          4,937,549  
68  Wild‐36 x Wild‐10  WildxWild  339  Wild‐36  313  Wild‐10  1951.70          9,758,498  
69  Wild‐64 x Wild‐59  WildxWild  367  Wild‐64  362  Wild‐59  1837.08          9,185,375  
70  Wild‐07 x Wild‐83  WildxWild  310  Wild‐07  1299  Wild‐83  2984.74        14,923,715  
71  Wild‐80 x Wild‐92  WildxWild  383  Wild‐80  1329  Wild‐92  3118.50        15,592,490  
72  Family‐71S x Family‐51S  SELxSEL  1188  Family‐71S  259  Family‐51S  1956.36          9,781,818  
73  Family‐71S x Family‐05S  SELxSEL  1059  Family‐71S  1123  Family‐05S  1094.39          5,471,937  
74  Family‐25S x Family‐74S  SELxSEL  1058  Family‐25S  1234  Family‐74S  2858.02        14,290,119  
75  Family‐17S x Family‐52S  SELxSEL  1235  Family‐17S  1271  Family‐52S  1932.65          9,663,241  
76  Family‐71S x Family‐12S  SELxSEL  208  Family‐71S  1311  Family‐12S  1697.63          8,488,142  
77  Family‐53S x Family‐70S  SELxSEL  1240  Family‐53S  130  Family‐70S  489.88          2,449,407  
76 Family‐59S   Not spawning
      1139  Family‐34S        Not spawning 
122 Family‐12S   Not spawning
      1173  Family‐71S        Not spawning 
1255 Family‐12S   Not spawning
          172  Family‐05S    Not spawning 
1290 Family‐15S Not spawning
          1122  Family‐11S    Not spawning 
265 Family‐31S Not spawning
          1128  Family‐11S    Not spawning 
222 Family‐16S Not spawning
          1237  Family‐15S    Not spawning 
202 Family‐69S Not spawning
          1286  Family‐09S    Not spawning 
1053 Family‐22S Not spawning
          282  Family‐61S    Not spawning 
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Spawn 
No. Cross  Category Male tag
Male 
family
Female 
tag 
Female 
family
no 
eggs/ml
Egg count 
(*106)
          302  Family‐74S    Not spawning 
          275  Family‐81S    Not spawning 
          1262  Family‐70S    Not spawning 
          1126  Family‐81S    Not spawning 
          1242  Family‐18S    Not spawning 
          262  Family‐09S    Not spawning 
          231  Family‐34S    Not spawning 
          1087  Family‐72S    Not spawning 
          1124  Family‐70S    Not spawning 
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Appendix 4. DRAFT Standard Operating 
Procedures (SOPs) for the Blue Mussel 
selective breeding program.
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Scope and applicability 
This method is applicable to the genetic 
improvement program on blue mussel using the 
breeding facilities at the Victorian Shellfish 
Hatchery, Fisheries Research Branch, Department 
of Primary Industries, Queenscliff and grow‐out 
farms in Port Phillip Bay. The breeding program 
involves communal rearing of families in order to 
reduce the environmental effects on estimation of 
genetic parameters. Molecular genetic markers 
(microsatellites or SNPs) are then used to 
distinguish families. The traits to be selected are 
total weight, shell shape and meat yield. 
Summary of method 
A summary of the method is illustrated in  
Figure 17. The program should aim to generate 
about 100 blue mussel families or more per 
generation. These include ~ 70 families from 
selected animals (i.e. animals with high breeding 
values) and the remaining families resulting from 
mating between wild caught broodstock with 
selected animals or among wild caught 
broodstock. Number of fertilised eggs are then 
equalised among families, pooled and hatched in 
the same facility. Hatched spat are allowed to 
settle to a number of ropes, preferably at similar  
density, and nursed in several tanks. Once the 
spat reach the size of ~ 1mm, they are transferred 
to commercial farms for grow‐out. When mussels 
reach about one year of age, phenotypic 
measurements are undertaken and tissues are 
sampled for DNA analysis. Data are then fitted 
into a model, taking into account environmental 
variations (i.e. different ropes, tanks, farms, date 
of sampling) and the pedigree obtained from the 
genotypic data. Breeding values for each 
individual are estimated based on the outputs of 
the model. 
Definitions 
 Total weight (g) = whole closed mussel 
including shell, flesh and enclosed water. 
 Shell shape = length / width 
 Meat yield = Wet weight of tissue (g)/ Total 
weight (g) 
Procedures 
Breeding and rearing of blue mussel 
 At least 100 families of blue mussels should 
be produced in each generation, including: 
o Compulsory: 
 70 families of Selected ♀ x Selected ♂ 
 10 families of Selected ♀ x wild ♂ 
 10 families of wild ♀ x Selected ♂ 
o Optional (This is to assist the estimation 
of genetic gain) 
 10 families of wild ♀ x wild ♂ 
 Matured mussels are transferred to the 
hatchery. 
 Mussels are induced to spawn by cycling the 
water temperature between 12°C to 25°C. 
Spawning mussels are rinsed in filtered 
seawater then isolated in 500 ml plastic 
containers and allowed to shed gametes for 
up to 30 minutes to ensure sufficient gamete 
quantity is available for fertilisation. The 
number of gametes from each spawning is 
determined by counting with a MS Coulter 
Counter 
 These families are generated using single 
pair‐mating, i.e. sperms from one male are 
fertilised with eggs from one female. 
 Use the ratio of 6–10 spermatozoa per egg 
 After 1 h of fertilisation, fertilised eggs (3x106 
per family) are pooled into a 5000 L 
fibreglass tank and incubated for 48 h. 
 Hatched larvae are transferred to 400 L 
fibreglass tanks (15–17°C, 21 days) 
 Spat are transferred to 5000 L plastic tanks 
for settlement on cultured ropes (25 days). 
Tanks are aerated with constant flow of 
filtered sea water and spat are fed with a 
microalgae diet of flagellates and diatoms. 
 Once the spat reach the size of ~1 mm, ropes 
are transferred to commercial farms for 
grow‐out. 
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Figure 17. A summary of steps involved in selective breeding of blue mussel 
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Sampling for phenotypic 
characters 
 When the mussels reach market size (after 
11‐12 months of culture), they are harvested 
for collection of phenotypic characters and 
tissue samples 
 From each mussel rope: 
o About 20% of mussels are kept 
separate: 
 Animals with larger size, rounder 
shape are classified as potential 
broodstock 
 Total number of potential broodstock 
from all ropes should be ~ 1000 
individuals 
 The remainder is culled 
o The remaining 80% of mussels: 
 Randomly select ~2500 individuals. 
 Mussels are cleaned and scrubbed to remove 
byssal threads. Mussels should be kept moist 
before weighing 
 For potential broodstock: 
o Individual mussels are tagged on both 
shells, photographed and length (mm), 
width (mm) and total weight (to the 
nearest 0.001 g) recorded 
 For the random samples: 
o Individual mussels are photographed 
and length (mm), width (mm) and total 
weight (to the nearest 0.001 g) recorded 
o Mussels are shucked and meat weight 
(to the nearest 0.001 g) measured. 
Tissue sampling for DNA 
analysis 
 Each plate should be marked with a unique 
label (e.g. MYT_P01) 
 Amount of tissue placed in each microtube 
should be as similar as possible 
 For potential broodstock: 
o Potential broodstock need to be 
anaesthetised before tissue sampling 
 Mussels are anaesthetised by 
submerging in a solution containing 
50 g/litre magnesium chloride in 
seawater adjusted to a salinity of 40 
with distilled water and kept at 
approximately 20 °C 
 After approximately 3 to 4 hours 
most broodstock are relaxed and 
open enough to biopsy a tissue 
sample 
o A plastic wedge is placed between the 
shell valves to prevent the mussel from 
closing and a mantle tissue sample of 
approximately 3 mm3 was teased out 
with a pair of fine forceps, 
approximately one third the way up 
from the pointy end on the anterior 
edge (opposite the hinge) near to where 
the byssal gland is located 
o Individual tissue sample is placed in a 
collection microtube (QIAGen, USA) 
which is kept on ice during the 
sampling period, then frozen at ‐20 °C 
until required 
o After tissue sample collection, 
broodstock are allowed to recover in 
seawater and then placed in pocket 
panels and transferred to a commercial 
mussel farm for maturation 
 For the random samples: 
o After individual mussel is shucked and 
meat weight is measured, 
approximately 3 mm3 of mantle tissue 
is collected and placed in a collection 
microtube (QIAGen, USA) which is 
kept on ice during the sampling period, 
then frozen at ‐20 °C until required 
o It is important to have a back‐up plate 
for every destructive sample plates. 
DNA extraction 
 It is recommended that DNA extracted using 
the QIAGen DNEasy Blood and Tissue kit 
(QIAGen, USA) following manufacturer’s 
instructions 
 The final elution is in 100 μL of AE buffer 
 DNA concentration is measured for 10 
random samples in each plate 
 Calculate the average concentration per 
plate. This value is used to estimate dilution 
factor 
 DNA should be diluted to 50 ng/μL in 20 μL 
and stored at ‐20°C until required 
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Genotyping & parentage 
assignment 
 Extracted DNA samples or tissue samples 
can be sent to GeneSeek Inc., for genotyping 
GeneSeek 
4665 Innovation Drive, Suite 120 
Lincoln, NE 68521  
402/435‐0665 
Fax: 402/435‐0664 
 Parentage assignment is carried out using the 
verify_parentage package (Hayes, 2011). 
Estimation of breeding values 
 Data on genotypes and phenotypes should 
be analysed by an experienced quantitative 
geneticist to estimate genetic parameters 
 Only animals with higher breeding values 
are selected as broodstock for the next 
generation. In order to avoid inbreeding, a 
maximum of 5 individuals from each family 
should be selected. 
Record keeping 
 In order to ensure accurate data, records 
have to be kept carefully for individual 
mussels 
 Data should be maintained in duplicate on 
different servers. 
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Appendix 5. Results of genome assembly, 
SNPs discovery and estimation of genetic 
parameters in the second generation of 
blue mussels produced at VHS.
 
This will be made as an addendum to the current 
report, once the results of the analyses become 
available. 
 
